﻿ Societatea Științifică a Specialiștilor w You, Medicină de Laborator G Gl KS'- '^zh 'L W**"* L ЯІіЯРчІ?*: *^b лйЯИ^ LABORATOR CLINIC(r)^DIAGNOSTIC>U / ORIENTARE NAȚIONALĂ W°&W- ** - "■ b"^Sii(r)e s * " ASYAOK ASOCIAȚIA SOCIETĂȚILOR MEDICALE PENTRU CALITATE GRUP DE EDITURI "GEOTAR-Media" ASMOK ASOCIAȚIA SOCIETĂȚILOR MEDICALE PENTRU CALITATE DIAGNOSTICUL CLINIC DE LABORATOR MANAGEMENT NAȚIONAL În două volume Volumul II Redactori șefi Dr med Științe V V Dolgov, membru corespondent RANS, Dr med Științe V V Menșikov Întocmit sub auspiciile Societății Științifice și Practice a Specialiștilor în Medicină de Laborator și Asociației Societăților Medicale pentru Calitate Moscova GRUP DE EDITURI "GEOTAR-Media" UDC - ( ) BBC ya K Orientările naționale sunt recomandate de Societatea Științifică și Practică a Specialiștilor în Medicină de Laborator și de Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară a Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse ca un ajutor mortal pentru pregătirea postuniversitară a inamicilor K Diagnosticare clinică de laborator; conducerea nationala: in vol - Vol II / ed V V Dolgov, V V Menșikov - M : GEOTAR-Media, - p ISBN - - - - (Vol II) ISBN - -° - - (gen ) Ghidurile Nationale pentru Diagnosticarea Clinica de Laborator au fost elaborate si recomandate de Societatea Stiintifica si Practica a Specialistilor in Medicina de Laborator Publicația reflectă toate secțiunile cercetării clinice de laborator, prezentate de experți de seamă din instituțiile științifice, educaționale și medicale ale Centralei Sevro-Occidental, Ural, Siberian Districtele administrative federale din Caucazia de Nord Volumul II include materiale științifice și practice pe probleme de actualitate ale imunologiei clinice, bacteriologiei, virologiei, micologiei și parazitologiei Sunt prezentate informații atât despre tehnologiile analitice de zi cu zi, cât și despre noi metode eficiente de identificare a microorganismelor și de determinare a sensibilității acestora la agenții antimicrobieni Capitolele separate prezintă date moderne despre imunohematologie și metode utilizate în serviciul de sânge, despre diagnosticul bolilor autoimune, precum și informații despre o nouă clasă de agenți de reglare intercelulară - citokinele și rolul determinării acestora în diferite forme de patologie Informațiile prezentate se bazează pe datele literaturii științifice moderne, recomandări ale societăților profesionale de specialiști, standarde de îngrijire medicală, mulți ani de experiență științifică și practică a autorilor capitolelor Manualul este destinat angajaților laboratoarelor de diagnostic clinic, reprezentanților diferitelor discipline clinice, studenților instituțiilor de învățământ medical Materialele manualului pot fi folosite atât pentru educația medicală de bază, cât și pentru pregătirea postuniversitară UDC - ( ) BBK ya Autorii, editorii și editorii ghidurilor au depus toate eforturile pentru a asigura acuratețea informațiilor furnizate, inclusiv a dozelor de medicamente Având în vedere schimbările constante care au loc în știința medicală, vă recomandăm să specificați dozele de medicamente conform instrucțiunilor relevante Pacienții nu pot folosi aceste informații pentru diagnostic și auto-tratament Drepturile asupra acestei publicații aparțin LLC Publishing Group "GEOTAR-Media" Reproducerea și distribuirea sub orice formă a unui gasti sau a unei publicații întregi nu poate fi efectuată fără permisiunea scrisă a GEOTAR-Media Publishing Group LLC ISBN - - - - (t, ii) ISBN - - - - (gen ) (c) Echipa autorilor, (c) LLC Publishing Group "GEOTAR-Media", (c) LLC Publishing Group "GEOTAR-Media", design, CUPRINS Colaboratori de publicații Lista de abrevieri Capitolul Imunologie de laborator K P Kashkin F Yu Garib, L M Squin Factori înnăscuți ai apărării imune Imunitatea dobândită Patologia sistemului imunitar Sistemul imunitar și inflamația Algoritm pentru studiul de laborator al sistemului imunitar Capitolul Diagnosticul bolilor autoimune S V Lapin, Areg A Totolian b Criterii, clasificare și epidemiologia bolilor autoimune Anticorpi și boli autoimune Indicatori de laborator în bolile autoimune Diagnosticul bolilor reumatismale Concluzie Capitolul Tarasenko, O Ya Volkova Antigene RBC Siguranţa imunohematologică a terapiei transfuzionale Condiții patologice imunohematologice Studii de laborator imunohematologice Capitolul Citokinele în diagnosticul de laborator A S Simbirtsev, Areg A Totpolyan , Concepte generale despre citokine Metode de evaluare a funcționării sistemului de citokine Rolul citokinelor în patogenia bolilor umane Valoarea diagnostică a citokinelor individuale Concluzie Capitolul Editat de A B Zhebrun Valoarea diagnosticului de laborator în infectologie A B Zhebrun Sarcini de diagnostic bacteriologic A B Zhebrun Diagnosticul etiologic al infecţiilor bacteriene A G Boitsov Principii ale examinării bacteriologice a anumitor tipuri de material biologic și interpretarea rezultatelor acestora A G Boitsov, A V Eliseev, L A Kaftyreva, E A Oriiak, L Yu Nilova Principii de identificare a bacteriilor A A , Norin, A G Luptători Indicarea antigenelor agenților patogeni A A Norin, A G Boytsov Indicația genetică moleculară a bacteriilor O V Narva S A Egorova, M A Makarova, L A Kaftyreva Indicarea anticorpilor specifici L A Kaftyreva M A Makarov S A Egorova Determinarea sensibilității bacteriilor la medicamentele antimicrobiene B D Babikov Capitolul Editat de A B Zhebrun I BACTERII GRAM NEGATIVE Chlamydia L B Kulyashova, L A Berezina, A V Zakrevskaya, A B Zhebrun, V A Isakov Bordetella N N Kurova, G Ya Tssneva CUPRINS Legionella I S Tartakovski Coxiella N K Tokarev?, O A Freilikhman Enterobacteriile L A Kaftyreva, A G Luptători MA Makarov Yersinii G Ya Tseneva, EA Voskresenskaya, G I Kokorina, E A , Bogumilgik, O A Burgasova Bacteriile hemofile A B Zhebrun Bacteriile nefermentante A G Boytsov, O D Vasiliev Campylobacter A A Porin , Z N Matveeva Helicobacter A B Zhebrun, A V Svarval, L B Gongarova, R S Ferman P BACTERII GRAM-POZITIV Stafilococi K G Kosyakova Streptococi Artem A Totolyan, LA Burova A V Dmitriev, A N Suvorov Streptococ pneumococic A B Zhebrun Meningococul A B Zhebrun Listeria I S Tartakovski Clostridia A G Boitsov, LA Kaftyreva Leptospira NA Stoyanova, A N Vaganova Corynebacterium G Ya Tseneva, LA Kraeva, G I Bespalova, E A Alekseeva Capitolul Micobacterii M V Shulgin B I Vișnevski T F Hue Treponema A M Savigeva, E V Sokolovsky, T V Krasnoselsky, E V Shipitsyna Gonococul A M Savigeva, E V Sokolovsky, A V Ignatovsky, E V Shipitsina Francisella I S Meshcheryakova Capitolul Probleme de diagnosticare a infecțiilor virale A B Zhebrun Organizarea muncii laboratorului pentru diagnosticul viral boli ale S S Vashukov Informații generale despre viruși I N Lavrentiev, S P Sukhobaevskaya, L F Litvinguk, A Yu Antipova Metode clasice de izolare și identificare a virusurilor S P Suhobaevskaya L F Litvinguk, A K Sirotkin A V Semenov, V N Verbov, I N Lavrentiev Metode biologice moleculare A V Semenov, L B Gongarova Etapa preanalitică în studiile virologice ÎN Lavrentiev Asigurarea calitatii in studiile virologice A V Semyonov Capitolul Editat de A B Zhebrun Adenovirusuri I N Lavrentiev Astrovirusurile V M Malyshev, DA Makarov Virusul rabiei I I Yarovaya, P V Kolotvina, MA Kochnovig, S V Gribenga Virusul gripal C S Vashukova, L B Gongarova Virusul imunodeficienței G I Korovina Virusul encefalitei transmise de căpușe C S Vashukova, I N Lavrentieva, AY Aptipova Viral Cory M A Bigurina Virus krasnuhi I N Lavrentyeva, A Yu Antipova Virusul parainfluenza L P Sukhobaevskaya Virusul oreionului E O Kontarova, N V Yuminova Viruși - agenți cauzatori ai febrelor hemoragice I I Yarovaya, LA Avtushenko, F S Noskov, B V Vershinsky, A B Zhebrun CUPRINS Virusurile hepatitei S L Morarii Herpes virusuri V A Isakov, A V Zakrevskaya Calicivirusurile A K Sirotkin Coronavirus LB Goncharova Virusul sincițial respirator I N Lavrentyeva, L P Suhobaevskaya Rhinovirus L P Sukhobaevskaya, A Yu Antipova Rotavirus L V Lyalina, A N Afanasyeva Parvovirus B A Y Antipova Papilomavirusuri O V Narva Poliovirusuri N I Romanenkova, M A Biturina Enterovirusuri N I Romanenkova, M A Baturina Capitolul Lipova, I I Glavka, M A Mozzherova, V E Kolupaev - Sistematica și clasificarea ciupercilor Etapa preanalitică a diagnosticului de laborator al micozelor Studii macroscopice Studii microscopice Cercetare culturală Determinarea susceptibilității antifungice Diagnosticul de laborator al micozelor superficiale Criterii de diagnosticare a micozelor sistemice Capitolul Dovgalev, A E Belyaev, T N Constantinov Da Gorbunova, T I Avdyukhin, T M Guzeeva Paraziți de sânge Paraziți în măduva osoasă Paraziți în lichidul cefalorahidian Paraziți în ganglionii limfatici Investigarea paraziților în fecale Paraziți în conținutul duodenal Paraziți în urină Paraziții sputei Paraziții secreției tractului genito-urinar Paraziți în biopsiile tisulare Metode de imunodiagnostic al bolilor parazitare Index de subiecte PARTICIPANȚI LA EDIȚIE REDACTORI ȘEFI Dolgov Vladimir Vladimirovici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Instituția de Învățământ de Stat DPO "Academia Medicală Rusă de Învățământ Postuniversitar", Moscova Menshikov Vadim Vladimirovici - Dr med Științe, profesor, om de știință onorat al Federației Ruse, membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Naturale, șef Laboratorul de Probleme de Diagnosticare Clinică și de Laborator, NRC SEI HPE "Prima Universitate Medicală de Stat din Moscova numită după I I LOR Sechenov" și chirurgie extremă, vicepreședinte al Asociației Ortopediștilor și Traumatologilor din Federația Rusă AUTORI ŞI COMPILATORI Avdyukhina Tatyana Nikolaevna - Ph D Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară*, Moscova Avtushenko Larisa Aleksandrovna - Ph D Miere Sci , virolog FGUZ "North-Western Anti-Phigue Station" din Rospotrebnadzor, Sankt Petersburg Alekseeva Elena Andreevna - adjunct cap laboratorul bacteriologic al Centrului de Supraveghere Sanitară și Epidemiologică de Stat al Regiunii Vologda, Vologda Antipova Anastasia Yuryevna - Jr științific colaborator FGUN "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Afanasyeva Anna Nikolaevna - conducător specialist-expert al Oficiului Serviciului Federal pentru Protecția Drepturilor Consumatorului și Bunăstarea Umanului din Sankt Petersburg Vadikov Vladimir Dmitrievici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Microbiologie și Micologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Belyaev Andrey Evgenievici - dr Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Berezina Ludmila Alexandrovna - dr biol naѵk Artă științific colaborator laboratorul de imunologie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Bespalova Galina Ivanovna - dr Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Microbiologie și Micologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Bichurina Maina Aleksandrovna, Dr med Sci , Lucrător onorat în știință al Federației Ruse, șef Laboratorul de etiologie și control al infecțiilor virale al Institutului de Cercetare de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg, numit după Pasteur, Rospotrebnadzor Bogumilchik Elena Alexandrovna - Jr științific colaborator laboratorul de infecții cu picături bacteriene al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Boytsov Aleksey Gennadievici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Burgasova Olga Alexandrovna - dr Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Boli Infecțioase și Epidemiologie, Universitatea de Stat de Medicină și Stomatologie din Moscova Burova Larisa Aleksandrovna - Dr med științe, ved științific colaborator Departamentul de Microbiologie Moleculară, Institutul de Cercetare de Medicină Experimentală, Academia Rusă de Științe Medicale, Sankt Petersburg PARTICIPANȚI LA EDIȚIE Vaganova Anastasia Nikolaevna - biolog, colaborator laboratorul de infecții zooantroponice al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Vasiliev Oleg Dmitrievici - dr Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg, numită după I I I I Mechnikov" Vashukova Svetlana Stepanovna - dr biol Sci , doctor în diagnosticare de laborator clinic, Instituția de sănătate de stat din Sankt Petersburg "Centrul consultativ și de diagnostic al orașului (virologic)" Verbov Viaceslav Nikolaevici - dr chimic Sci , Șef al Departamentului de Noi Tehnologii, Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg, Rospotrebnadzor Vershinsky Boris Vasilievici - Ph D Miere Științe, laureat al Premiului de Stat al URSS Ultima poziție - art științific colaborator laboratorul de infecții zooantroponice al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Vișnevski Boris Izrailevici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de Microbiologie a Tuberculozei, Instituția Federală de Stat "Institutul de Cercetare de Ftiziopulmonologie din Sankt Petersburg" Voskresenskaya Ekaterina Aleksandrovna - Ph D biol Științe, art științific, colaborator laboratorul de infecții cu picături bacteriene al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Glazko Irina Ivanovna - dr Miere Sci , Profesor asociat al Cursului de Diagnostic de Laborator și Micologie de Laborator, Departamentul de Dermatovenerologie și Micologie Clinică, Academia Medicală Rusă de Învățământ Postuniversitar Moscova Goncharova Larisa Borisovna - Ph D biol stiinte, cap Departamentul de Virologie, Instituția de Sănătate de Stat din Sankt Petersburg "Centrul Consultativ și Diagnostic al Orașului (Virologic)" Gorbunova Iulia Petrovna - Art laborator Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Instituția de Învățământ de Stat DPO "Academia Medicală Rusă de Învățământ Postuniversitar" Moscova Gribencha Serghei Vasilevici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de Imunologie, Institutul de Stat de Cercetare de Virologie numit după A I DI Ivanovski, Moscova Guzeeva Tatyana Mihailovna - dr Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Dmitriev Alexander Valentinovich - Doctor în Biol stiinte, cap Laboratorul de Genomică Funcțională și Proteomica Microorganismelor, Departamentul de Microbiologie Moleculară, Institutul de Cercetare în Medicină Experimentală, Academia Rusă de Științe Medicale Saint Petersburg Dovgalev Anatoly Semenovici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Egorova Svetlana Alexandrovna - dr Miere științe, științifice colaborator laboratorul de infecții intestinale al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Eliseev Aleksey Viktorovich - medic-bacteriolog al laboratorului bacteriologic al Spitalului Clinic Petru cel Mare, Sankt Petersburg Zhebrun Anatoly Borisovich - membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Medicale, profesor, doctor în medicină Sci , Director al Institutului de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg Rospotrebnadzor PARTICIPANȚI LA EDIȚIE Zakrevskaya Anna Vasilievna - Ph D Miere științe, ved științific colaborator laboratorul de imunologie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Ignatovsky Andrey Viktorovich - Ph D Miere Sci , Asistent al Departamentului de Dermatovenerologie cu clinica Instituției de Învățământ de Stat de Învățământ Profesional Superior "Sf academicianul I P Pavlova" Isakov Valeriy Aleksandrovici - Dr med Sci , Academician al Academiei Ruse de Științe ale Naturii, Profesor al Departamentului de Boli Infecțioase și Epidemiologie cu un Curs de Medicină HIV, Universitatea de Stat de Medicină din Sankt Petersburg, numit după I I acad şi P Pavlov, ved științific corp, laboratoarele de imunologie ale Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Kaftyreva Lidiya Alekseevna - Dr med stiinte, cap laboratorul de infecții intestinale al Institutului de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg Rospotrebnadzor, specialist șef în bacteriologie al Departamentului de Sănătate din Sankt Petersburg, profesor al departamentului Academiei Medicale de Educație Postuniversitară din Sankt Petersburg Kashkin Kirill Pavlovich - Dr med Științe, profesor, academician al Academiei Ruse de Științe Medicale, șef Departamentul de Imunologie, Instituția de Învățământ de Stat DPO "Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară", Moscova Kokorina Galina Ivanovna - bacteriolog al Departamentului de Diagnostic și Prevenire a Hepatitei al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie Pasteur din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Konstantinova Tatyana Nikolaevna - Ph D Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Boli Tropicale și Parazitare, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Kontarova Elena Olegovna - Jr științific colaborator URAMN "NIIVS numită după I I Mechnikov" RAMS Korovina Galina Ivanovna - dr biol Sci , doctor în diagnostic de laborator clinic, Spitalul Republican Clinic de Boli Infecțioase, Sankt Petersburg, Ust-Izhora Kosyakova Karina Georgievna - Ph D Miere Științe, art lector la Departamentul de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Kohnovich Milana Anatolyevna - Jr științific colaborator Institutul de Stat de Cercetare de Virologie DI Ivanovski, Moscova Kraeva Lyudmila Alexandrovna - Ph D Miere Științe, art științific colaborator laboratorul de infecții cu picături bacteriene al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Krasnoselskikh Tatyana Valerievna - Ph D Miere Sci , conferențiar al Departamentului de Dermatovenerologie cu Clinica Instituției de Învățământ de Stat de Învățământ Profesional Superior "Universitatea de Stat de Medicină din Sankt Petersburg denumită după I I acad I P Pavlova Kulyashova Lidiya Borisovna - Ph D Miere științe, ved științific colaborator Laboratorul de Imunologie FGUN "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg numit după Pasteur" Rospotrebnadzor Kurova Natalya Nikolaevna - Ph D Miere Științe, art științific colaborator laboratorul de infecții cu picături bacteriene al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Lavrentieva Irina Nikolaevna - Dr med stiinte, cap laboratorul de infecții virale din copilărie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Lapin Serghei Vladimirovici - Ph D Miere stiinte, cap laboratorul de diagnosticare a bolilor autoimune al Centrului Medical Național de Medicină Moleculară al Instituției de Învățământ de Stat PARTICIPANȚI la ediția g VPO Universitatea Medicală de Stat din Sankt Petersburg numită după A I acad I P Pavlova" Lilova Elena Valerievna - Dr med științe, profesor, șef curs de diagnostic de laborator și micologie de laborator, Departamentul de Dermatovenerologie și Micologie Clinică, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Lyudmila Filippovna Litvinchuk - Ph D biol științe, ved preda, colaborator, Institutul de Cercetare GUN al Gripei, Filiala de Nord-Vest a Academiei Ruse de Științe Medicale, Sankt Petersburg Lyalina Lyudmila Vladimirovna - Dr med stiinte, cap Departamentul de Epidemiologie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Makarov Dmitri Alexandrovici - junior preda, colaborator FGUN "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Makarova Maria Alexandrovna - dr Miere științe, științifice colaborator Laboratorul pentru infecții intestinale al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie Pasteur din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Malyshev Vladimir Vasilievici - Dr med Sci , șeful Grupului pentru Protecția Mediului al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie Pasteur din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Matveeva Zoya Nikolaevna - Ph D Miere Științe, art științific colaborator laboratorul de infecții intestinale al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Meshcheryakova Irina Sergeevna - Doctor în Biol Sci , șeful Centrului Tularemie al Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse, Institutul de Cercetare în Epidemiologie și Microbiologie, numit după V I N F Gamalei RAMS Moscova Mukomolov Serghei Leonidovici - Dr med științe, profesor, șef laboratorul de hepatită virală al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Mozzherova Marina Anatolyevna - Ph D Miere Sci , Asistent al Cursului de Diagnostic de Laborator și Micologie de Laborator, Departamentul de Dermatovenerologie și Micologie Clinică, Academia Medicală Rusă de Învățământ Postuniversitar, Moscova Narvskaya Olga Viktorovna - Dr med stiinte, cap Laboratorul de Microbiologie Moleculară al Institutului de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg Rospotrebnadzor, profesor al Departamentului de Ecologie Medicală și Epidemiologie Umană, numit după G V Khlopina SEI DNO "Academia Medicală de Educație Postuniversitară din Sankt Petersburg" Nilova Lyudmila Yurievna - Ph D Miere Științe, art Lector, Departamentul de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg, numită după I I I I Mechnikov" Noskov Friedrich Savelievici - Dr med Științe, profesor, lucrător onorat al științei al Federației Ruse Director al NIIEM numit după Pasteur ( - ) Ultima poziție - Cercetător șef al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrrbnadzor Orișak Elena Aleksandrovna - dr Miere Sci , Profesor asociat al Departamentului de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Otten Tatyana Ferdinandovna - Dr med științe, ved științific colaborator Laboratorul de Microbiologie a Tuberculozei FGU "Institutul de Cercetare de Ftiziopulmonologie din Sankt Petersburg" PARTICIPANȚI LA EDIȚIE Popin Alexander Arnoldovich - Ph D Miere Sci , Profesor asociat al Departamentului de Microbiologie, Virologie și Imunologie, Academia Medicală de Stat din Sankt Petersburg I I Mechnikov" Romanenkova Natalia Ivanovna - dr Miere științe, ved științific colaborator FGUN "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Savicheoa Alevtina Mikhailovna - Dr med Sci , profesor, șef al Laboratorului de Microbiologie, Institutul de Cercetare de Obstetrică și Ginecologie numit după INAINTE DE Otta SZO RAMS, Sankt Petersburg Svarval Alena Vladimirovna - științific colaborator laboratorul de imunologie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Semenov Alexander Vladimirovici - Ph D biol stiinte, cap laboratorul central de diagnostic clinic al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie Pasteur din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Simbirtsev Andrei Semenovici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de farmacoimunologie al Institutului de Cercetare de Stat a Biopreparatelor de înaltă puritate al Agenției Federale Medicale și Biologice din Rusia, Sankt Petersburg Sirotkin Aleksey Konstantinovich - Ph D biol științe, ved științific colaborator GUN Institutul de Cercetare a Gripei SZO RAMS, profesor asociat la Universitatea de Stat din Sankt Petersburg Skuin Lyudmila Mikhailovna - Ph D Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Imunologie, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Sokolovsky Evgeny Vladislavovich - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Dermatovenerologie cu Clinica Instituției de Învățământ de Stat de Învățământ Profesional Superior "Universitatea de Stat Medicală din Sankt Petersburg numită după I I acad I P Pavlova" Stoyanova Natalya Alexandrovna - dr Miere științe, științifice colaborator laboratorul de infecții zooantroponice al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Suvorov Alexandru Nikolaevici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de Genetică Moleculară a Microorganismelor Patogene, Departamentul de Microbiologie Moleculară, Institutul de Cercetare de Medicină Experimentală, Academia Rusă de Științe Medicale, Sankt Petersburg Suhobaevskaya Larisa Petrovna - Ph D biol Științe, art științific colaborator FGUN "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Tartakovsky Igor Semionovici - Doctor în Biol științe, profesor, șef laborator de legioneloză, Institutul de Cercetare de Epidemiologie și Microbiologie URAMN, numit după N F Gamalei RAMS, Moscova Tokarevici Nikolai Konstantinovici - Dr med stiinte, cap Șeful Laboratorului de Infecții Zooantroponotice al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Epidemiologie și Microbiologie Pasteur din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor, profesor al Departamentului de Ecologie Medicală și Epidemiologie Umană, numit după G V Khlopina Sankt Petersburg Academia Medicală de Educație Postuniversitară a Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse Totolian Areg Artemovici - Dr med Sci , profesor, director adjunct al Institutului de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg, Rosgftrebnadzvra Totolian Artem Akopovici - Dr med Sci , profesor, academician al Academiei Ruse de Științe Medicale, șef al Departamentului de Microbiologie Moleculară, Institutul de Cercetare de Medicină Experimentală, Academia Rusă de Științe Medicale, Sankt Petersburg PARTICIPANȚI LA EDIȚIE unsprezece Ferman Raisa Semyonovna - Jr științific colaborator laboratorul de imunologie al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" din Rospotrebnadzor Tseneva Galina Yakovlevna - Dr med Profesor de științe, lucrător onorat în știință al Federației Ruse, șef laborator de infecții cu picături bacteriene FGUN ♦ Institutul de Cercetare de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg numit după Pasteur "Rospotrebnadzor Shipitsina Elena Vasilievna - dr biol Științe, art științific colaborator laborator de microbiologie Institutul de Cercetare de Obstetrică și Ginecologie D Otta SZO RAMS, Sankt Petersburg Şulgina Marina Vladimirovna - Doctor în Biol științe, ved științific colaborator Departamentul Standardizare și Control al Calității Diagnostic Laborator Clinic, Centrul de Cercetare de Stat pentru Medicină Preventivă, Adjunct Director General pentru Dezvoltare, Centrul NP pentru Control Extern al Calității, Moscova Yuminova Nadezhda Vasilievna - Doctor în Biol stiinte, deputat director pentru lucrări științifice al URAMN "NII VS numit după I I Mechnikov" RAMS Yarovaya Irina Ilyinichna - șef laboratorul de virologie al Instituției Federale de Sănătate de Stat "Stația Anti-Peste de Nord-Vest" din Rospotrebnadzor, Sankt Petersburg LISTA DE ABREVIERI ABA - anticorpi la celulele caliciforme Ag - antigen AGM A - anticorpi anti-mușchi netezi AE - unități aglutinante ALD - boală hepatică autoimună LIH - hepatită autoimună AID - boli autoimune AKA - anticorpi anti-keratină ACLA - anticorpi anticardiolipin AMA - anticorpi anti mitocondriali AMCV - anticorpi la vimentina citrulinată modificată ANA - anticorpi antinucleari ANF - factorul atynuklearny AnFA - anticorpi anti-filagrina ANCA - anticorpi citoplasmatici antineutrofili AOK - anticorpi la celulele insulare APCC - anticorpi la celulele parietale (parietale) ale stomacului ACE - factor antiperinuclear ASIT - imunoterapie specifică antigenului Am - anticorp APA - anticorpi antifosfolipidici AFP - a-fetoproteină APS - sindromul antifosfolipidic AxR - receptor de acetilcolină ACA - anticorpi anticitruline ACII - anticorpi la peptida ciclică care conține citrulină APTT - timpul parțial de tromboplastină activat AEA - anticorpi anti-endomiziali AETA - anticorpi angioendoteliali BAL - lavaj bronhoalveolar OMP - proteine ale membranei exterioare HSP - proteina de soc termic LA - anticoagulant lupus HHV- (HHV- ) - virusul herpesului uman tip HIV - virusul imunodeficienței umane VKK - control de calitate intralaborator TBEV - virusul encefalitei transmise de căpușe HSV - virusul herpes simplex HPV (HPV) - papilomavirus uman VDPV - poliovirusuri legate de vaccin VTD - diferentiere intratip EBV (EBV) - virusul Epstein-Barr GB - sindromul Guillain-Barré GV - vasculită granulomatoasă HVI - infecții cu virus herpes GDK - glutamat decarboxilază GI - infecție cu herpes HFRS - febră hemoragică cu sindrom renal DBST - boli difuze ale țesutului conjunctiv DIC - coagulare intravasculară diseminată DC - celule dendritice ABREVIERI DKV - lupus eritematos discoid DM/PM - dermatomiozita/polimiozita IA - indice de aviditate IB - imunblot ITS - infectii cu transmitere sexuala ELISA - imunotest enzimatic IFM - microscopie fluorescentă (luminiscentă) ICT - test imunocromatografic IEM - microscopie imunoelectronică KHF - Febră hemoragică din Crimeea CCHF - Febră hemoragică Crimeea-Congo CFU - unitate formatoare de colonii AFB - micobacterii acido-rezistente LPS - lipopolizaharidă M - molaritatea MAC - complex de atac membranar MAb - anticorpi monoclonali MBC - concentrație bactericidă minimă MBT - Mycobacterium tuberculosis IU - unități internaționale MIA - imunotest multiplex MIC - concentrație inhibitorie minimă ICTV - Comitetul Internațional pentru Taxonomia Virușilor MIC - concentrație inhibitorie minimă MPO - mieloperoxidază MR - linii directoare MFA - analiză microscopică de fluorescență NGOB - bacterii gram-negative nefermentante NMFA - metoda indirectă a anticorpilor fluorescenți IRIF - reacție indirectă de imunofluorescență NUC - colita ulcerativa nespecifica AII - infecții intestinale os/dsDNA - ADN simplu/dublu catenar RT - transcriere inversă PBA - agenți biologici patogeni PBC - ciroza biliara primara PIR - pirolidonil aminopeptidaza DIF - reacție de imunofluorescență directă PMFA - metoda anticorpilor fluorescenți PR- - proteinaza PTI - toxiinfecții alimentare PTO - complicație post-transfuzie PAT - reacție în lanț a polimerazei PEP - poliendocrinopatie RA - artrita reumatoida RAIL este un antagonist al receptorului de interleukină- RV - Reacția lui Wasserman RHA - reacție de hemaglutinare RIA - radioimunotest RIF - reacție de imunofluorescență PMA - reacție de mico-aglutinare PH - reactie de neutralizare RIGA - reacție de hemaglutinare indirectă LISTA ABREVIERILOR RPHA - reacție pasivă de hemaglutinare SM - scleroza multiplă RSV - virus respirator sincițial RSK - reacție de fixare a complementului RTGA - reacție de inhibiție a hemaglutinării rTSH - receptorul hormonului de stimulare a tiroidei RF - factor reumatoid GBS - streptococi de grup B DM - diabet zaharat MCTD - boală mixtă a țesutului conjunctiv (sindromul Sharpe) LES - lupus eritematos sistemic LCR - lichid cefalorahidian SP - reguli sanitare SS - scleroza sise SS - sindromul Sjögren TVP - test pe bandă lupus TG - tiroglobulina SCID - imunodeficiență combinată severă TKTG - transglutaminaza tisulară SARS - sindrom respirator acut sever TP - trombopoietină TPO - peroxidază tiroidiană TSLP - limfopoietină stromală timică TSH - hormon de stimulare a tiroidei TCD - doză citopatogenă tisulară UHF - câmp electric de frecvență ultra-înaltă PTA - acid fosfotungstic PHA - fitohemaglutinină FSUE - întreprindere unitară de stat federal FSB OK - sistem federal de evaluare externă a calității CEC - complexe imune circulante CMV - citomegalovirus SNC - sistemul nervos central CPP - acțiune citopatică CPE - efect citopatogen EGDS - esofagogastroduodenoscopie EDTA - etilendiaminotetraacetat ENA - antigene nucleice (nucleare) extractibile EP - oreion EPO - eritropoietina JRA - artrita reumatoida juvenila ASCA - anticorpi la Saccdiaromyc es cerevisiae BCG - Bacil Calmette-Guerin BMP - bone morphogenetic proteina bone morphogenetic proteins CARS - sindromul de răspuns antiinflamator compensator; sindromul de răspuns antiinflamator compensator CD - cluster de diferențiere CDC - Centrul pentru Controlul Bolilor Sindromul CREST - Calcinoza, fenomenul Baynauld Esophagdis Sclerodactyfy, Telangiectasia - un tip de scleroză sistemică care combină calcificări subcutanate, sindrom Raynaud, tulburări de motilitate esofagiană, sclerodactilie și telangiectazie LCR - factor de stimulare a coloniei ABREVIERI EGF - factor de creștere epidermic, factor de creștere epidermic ELISA, test imunosorbent legat de enzime; Test legat de imuno absorbția enzimelor ELISPOT - imunospof legat de enzime, test imunosorbent legat de enzime pentru sinteza de citokine de către celule individuale FGF - factor de creștere a fibroblastelor, factor de creștere a fibroblastelor G-CSF - factor de stimulare a coloniilor pentru granulocite GM-CSF - factor de stimulare a coloniilor pentru granulocite și monocite HLA - antigen leucocitar uman, antigen leucocitar uman FN - interferon IL - interleukina LC- - anticorpi la antigenul citosol hepatic LKM - anticorpi la microzomii hepato-renichi M-CSF - factor de stimulare a coloniilor pentru monocite/macrofage MHC - complex major de histocompatibilitate MLST - genotipare multilocus MK (-celule) - ucigaș natural, ucigaș natural PDGF - factor de creștere derivat din trombocite, factor de creștere derivat din trombocite RTHZ - Pentraxin RT-PCR - reacție în lanț a polimerazei de transcripție inversă slCAM- - formă solubilă a moleculei de adeziune intercelulară SIL- R este o formă solubilă a receptorului IL- SNP - polimorfran cu un singur nucleotid: polimorfism datorat înlocuirii nucleotidelor unice TCR - receptori de recunoaștere a antigenului TGFp - factor de creștere transformator beta Th - T-limfocite-ajutoare TNF - factor de necroză tumorală, factor de necroză tumorală Capitolul Imunologie de laborator Sistemul imunitar protejează mediul intern al organismului de antigenele străine și auto, care dobândesc semne de străinătate din diferite circumstanțe Capacitatea de a-și menține propriile antigene de fluide, celule și țesuturi permite unei persoane să-și mențină identitatea antigenică (imunochimică) Celulele organelor și sistemelor, precum și produsele umorale ale activității vitale a acestor celule, participă la apărarea împotriva "străinului" Factorii de apărare imună sunt împărțiți în două categorii: congenitali (antigen-nespecifici) și dobândiți (antigen-specifici) FACTORI INGENITALI AI PROTECTIEI IMUNITARE Celulele imunitatii innascute Mecanismele imunității înnăscute împiedică pătrunderea antigenelor străine în organism, neutralizează, distrug și îndepărtează din organism substanțele și celulele care îi sunt străine, fără a-și "aminti" structura și nu a le "recunoaște" la contactul repetat cu acestea Imunitatea înnăscută este asigurată de celulele sistemului fagocitar, țesuturile conjunctive și de graniță, trombocite, mastocite, celulele NK etc La menținerea acesteia participă factori de apărare umorală: proteine (sisteme de fază acută, cationică și complement), mediatori inflamatori, citokine, receptori celulari etc Factorii de apărare imună înnăscuți provoacă reacții precoce la agenții străini în timpul contactelor primare și chiar secundare cu aceștia Schimbându-și conținutul și activitatea, ei judecă reacția timpurie a organismului la agenții străini O creștere a conținutului de leucocite polimorfonucleare din sânge și acumularea de forme tinere ale acestor celule este o reacție timpurie a fagocitelor la agenții infecțioși Activitatea funcțională crește, care este evaluată prin capacitatea fagocitară, precum și prin modificări ale activității anumitor enzime (mieloperoxidază, glucozo- -fosfat dehidrogenază) și o creștere a concentrației sanguine a proteinelor produse de leucocitele polimorfonucleare (lizozim, procalcitonina) , etc ) Leucocitele polimorfonucleare sunt deosebit de importante ca agenți antimicrobieni în infecțiile cauzate de bacterii și ciuperci, precum și ca protecție împotriva IMUNOLOGIE DE LABORATOR GGAV " b microorganisme capsulare și agenți patogeni ai infecțiilor piogene Cu defecte în dezvoltarea leucocitelor neutrofile, conținutul acestora în sânge se modifică, apar tulburări morfologice și funcționale (Tabelele - și - ) Abaterile se bazează pe fermentopatie tulburări ale maturării celulare, sinteza moleculelor adezive, diverși receptori etc Tabelul - Principalele boli și afecțiuni însoțite de neutrofilie (numărul de neutrofile depășește x / l de sânge) Cauzele fundamentale Interpretarea modificărilor Influența diverșilor stimuli (exerciții sportive; adrenalină; anestezie; tahicardie paroxistică hipertermie) Tranziția rapidă a granulocitelor de la atașamentul marginal la sângele circulant datorită neutrofilelor situate marginal de-a lungul pereților vaselor mici de sânge sau sechestrate în splină Introducerea diferitelor otrăvuri Asociere cu gradul de degradare a țesuturilor Droguri și toxine (extracte de lupă, plumb, mercur, benzen) Relația cu gradul de degradare a țesuturilor Introducerea de glucocorticoizi sau producerea lor în exces în organism (boala Cushing) Infecție bacteriană acută Stimularea eliberării de neutrofile din măduva osoasă și creșterea producției acestora Inflamație neinfecțioasă (uremie, gută) Granulocitoza este secundară procesului inflamator asociat într-un caz cu azotemie, în celălalt cu depunerea de cristale de sare Tumori maligne Necroza tumorilor cu creștere rapidă cu aport insuficient de sânge Unele tumori (carcinoame de sân, plămâni, rinichi, fibro- și liposarcoame) produc o substanță care stimulează dezvoltarea neutrofiliei Sindromul laraneoplazic în tumorile solide poate provoca neutrofilie datorită secreției de factor de creștere stimulator de neutrofile Recuperarea măduvei osoase după agranulocitoză Un fenomen în exces caracterizat prin granulocitoză (de exemplu, în tratamentul anemiei mega-regionale) Boli hematologice primare (de exemplu, leucemie mielogenă cronică) Producție autonomă de neutrofile Splenectomie Neutrofilie datorată sechestrării afectate a granulocitelor în splină Reacție leucemoidă Diagnostic de excludere Poate însoți infecțiile acute și cronice, intoxicațiile, neoplasmele maligne, inclusiv metastazele măduvei osoase (carcinom mamar și de prostată) Sindromul Down poate fi însoțit de o reacție leucemoidă specială, în care imaginea sângelui și a măduvei osoase nu se poate distinge de cele caracteristice leucemiei mieloide acute Tabelul - Principalele boli și afecțiuni însoțite de neutropenie (numărul de neutrofile din sânge este mai mic de , x / l) Cauzele fundamentale Interpretarea modificărilor Medicamente Suprimarea măduvei osoase dependentă de doză (benzen, antimetaboliți, antracicline) sau reacție idiosincratică (antitiroidiene, anticonvulsivante, antihistaminice, fenotiazide, sulfonamide și tranchilizante) Radiatii ionizante Suprimarea maduvei osoase dependenta de doza Infectii virale Gripa, rujeola, varicela, rubeola, hepatita infectioasa, infectia HIV Infecții bacteriene Febră tifoidă și paratifoidă, tularemie, uneori bruceloză, septicemie Colagenoza Lupus kvas sistemic: sindrom Felty, caracterizat prin afectare articulara (artrita reumatoida), splenomegalie si neutropenie IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Cauzele fundamentale Interpretarea modificărilor Neutropenie autoimună Consecința formării anticorpilor antineutrofili Tulburări hematopoietice Deficitul sever de vitamina B și acid folic duce la deteriorarea maturării neutrofilelor din măduva osoasă În sângele periferic, există neutrofile mari hipoosigmate Boli de sânge Anemia aplastică, leucemie acută, sindrom mielodisplazic Patologia de conducere Neutropenie familială cu moștenire autosomal dominantă, neutropenie ciclică cu etiologie neclară; neutropenia cronică idiopatică și sindromul Kostmann, în care maturarea neutrofilelor din măduva osoasă este întârziată O creștere a numărului de eozinofile în sânge și acumularea produselor lor metabolice (principalul proteină cationică de bază și eozinofilă, eozinofilă neurotoxina și peroxidaza) este caracteristică bolilor alergice, infecțiilor parazitare și tumorilor (Tabelul - ) Eozinofilele din această patologie își exercită în mod activ funcțiile efectoare Tabelul - Principalele boli și condiții în care este posibilă eozinofilia (numărul de eozinofile din sânge depășește , x OVl) Boli și afecțiuni Comentarii Boli alergice Astm bronșic, urticarie, rinită, dermatită atopică, alergie la medicamente, febra fânului etc Boli infecțioase Infecții însoțite de stimularea unui răspuns imun dependent de Th : helmintiază (ascariază, strongiloidioză, trichineloză, toxocarioză, filarioză, schistosomiază, etc ), protozoonoze (provocate numai de Dientamoeba și Isospora fragilis și Isospora belasccidogiloza) , infecții virale (infecție cu HIV, infecție cu HTLV- ) Consecințele terapiei medicamentoase: reacții generalizate Medicamente care stimulează producția de IL- , IL- și GM-CSF, crescând eozinofilopoieza în măduva osoasă; medicamente antiinflamatoare nesteroidiene; agenți antimicrobieni; citokinele L- și GM-CSF boli pulmonare Infiltrat eozinofil pulmonar indus de medicamente afectarea rinichilor Nefrită interstițială acută, însoțită de eozinofilie și eozinofilurie (cauzată de medicamentele benzatin benzilpenicilină și derivații săi, sulfonamide, rifampicină, captopril, alopurinol, ciprofloxacină etc ) afectare cardiacă Miocardita acută necrozantă eozinofilă se poate dezvolta ca reacție la ranitidină sau clozapină Leucemie mieloidă eozinofilă Simptomele bolii sunt similare cu patologia mieloproliferativă (concentrație mare de vitamina B , splenomegalie, anemie, displazie mieloidă, tulburări citogenetice) Sindromul hipereozinofil Boala este asociată cu un defect al genelor receptorilor α pentru factorul de creștere dependent de trombocite (cromozomul ) și un defect legat de X în dezvoltarea eozinofilelor Sindromul a fost diagnosticat la pacienții cu o expansiune mare mediată genetic a limfocitelor CD +CD ~ Tbg-like producătoare de IL- ; însoțită de tulburări hematologice, leziuni ale pielii, sistemului cardiovascular și nervos, plămânilor și altor organe Boli neoplazice (limfoame T și B, limfoame Hodgkin, leucemii mieloide, carcinoame, adenocarcinoame etc ) În limfoamele Hodgkin și limfoamele cu celule T, eozinofilia se corelează cu hiperproducția de IL- IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Boli si afectiuni K dmentaria O varietate de leziuni pulmonare Patologia pulmonară în industriile periculoase este însoțită de infiltrarea eozinofilă a plămânilor și de eozinofilie Pneumonie eozinofilă acută și cronică Infiltrație eozinofilă inexplicabilă a alveolelor și interstițiului pulmonar, eozinofilie Provoacă medicamente, alergeni, fumat, concentrație mare de pericole chimice și metale în aer Monocitele din sânge și macrofagele tisulare sunt implicate în protecția antiinfecțioasă în procesele infecțioase cronice, precum și în infecțiile cauzate de paraziți intracelulari obligatorii sau facultativi (viruși, chlamydia, rickettsia, micoplasme etc ) Aceste boli se caracterizează printr-o creștere a concentrației de monoiite în sânge, o creștere a activității lor fagocitare, capacitatea de a produce cantități mari de citokine, oxid nitric, neopterina și alți mediatori inflamatori (Tabelul - ) Tabelul - , Principalele boli și afecțiuni însoțite de monocitoză (numărul de monocite din sânge este mai mare de , x /l) Cauzele fundamentale Interpretarea modificărilor Infecții Caracteristice infecțiilor cu granulomatoză (tuberculoză, endocardită bacteriană subacută, sifilis, bruceloză, micoze viscerale, sarcoidoză, mononucleoză infecțioasă) și pe fond de neutropenie Tulburări hematologice Metaplazie mieloidă, leucemie, mielom multiplu, limfom Colagenoza Artrita reumatoida, lupus eritematos sistemic, periarterita nodosa, polimiozita Boli ale tractului gastrointestinal Colita ulcerativa, enterita regionala, enteropatia tropicala, parazitoza Medicamente Doze mari de glucocorticoizi Celulele dendritice (DC) de origine mieloidă se găsesc în țesuturile de graniță (celule Langerhans, DC-uri interstițiale-dermice) și reprezintă un factor important în imunitatea înnăscută Alături de funcțiile fagocitare, aceștia sunt capabili să proceseze antigenele capturate și să își prezinte fragmentele limfocitelor T și B, celulelor NKT, declanșând un răspuns imun specific antigenului DC-urile prezentatoare de antigen pot stimula limfocitele și pot direcționa diferențierea limfocitelor activate de antigen în diferite tipuri de celule ajutătoare și de reglare Astfel, DC determină natura răspunsului imun la un antigen (răspunsul imun celular și/sau umoral) Receptorii fagocitelor reacţionează la macromoleculele celulelor străine Liganzii acestor receptori sunt macromolecule conservatoare sintetizate de viruși și celule de microorganisme, ciuperci și protozoare Ele sunt distribuite pe scară largă printre reprezentanții lumii microorganismelor, dar sunt absente pe celulele animalelor superioare și ale oamenilor Anticorpii, complementul, pentraxinele și alți liganzi, cărora fagocitele "profesionale" au receptori corespunzători, asigură activitatea selectivă a celulelor sistemului fagocitar Diverse defecte ale fagocitelor duc la disfuncția acestei legături a imunității înnăscute Celulele NK (în engleză, natural killer - natural killer) au activitate citotoxică împotriva celulelor proprii modificate de antigen Morfologic sunt reprezentate de limfocite mari granulare Numărul de celule NK din sânge la adulți ajunge la % din limfocite; sunt prezente în măduva osoasă, organele limfoide, ficat, plămâni etc Dintre celulele NK, se disting două subpopulații: celulele NK clasice și celulele NKT Celulele NKT au un complex receptor care recunoaște antigenul IMUNOLOGIE DE LABORATOR (TCR CD ), similar cu cel al limfocitelor T Setul de antigene cu care celulele NKT pot interacționa este limitat la antigenele lipidice și lipoproteice ale microorganismelor Celulele NK și NKT sunt capabile să producă TNF-a, IFN-y, GM-CSF, IL- , de asemenea, induc moartea apoptotică a celulelor țintă Celulele NK cu activitate citotoxică ridicată se disting printr-un conținut ridicat de proteine CD membranare, iar cele producătoare de citokine se caracterizează prin expresia moleculelor de suprafață CD Activitatea citotoxică a celulelor NK este în mod normal suprimată; acestea sunt activate atunci când semnalele care le inhibă activitatea sunt pierdute Proliferarea, diferențierea și funcția celulelor NK sunt susținute de IL- , IL- , IL- , IL- , TNF-a, IFN-y și alte citokine, în timp ce IL- și TGF-[ Celulele B și NK, ținând cont de vârstă, sunt prezentate în tabel - Tabelul - Conținutul de limfocite B și celule NK din sângele persoanelor de diferite vârste Vârsta CO +celule B CD O ~ * celule NK clasice % x /l % x w/l - luni - , - , - , - , - luni ^ , - , - , - , - luni - , - , - , - - ani - , - , - , - , - ani - , - , - , - , - ani - , - , - , - , - ani - , - , - , - , Deficiența conținutului sau eșecul funcțional al celulelor NK se caracterizează prin sensibilitatea ridicată a unei persoane la viruși și severitatea unor astfel de infecții virale precum citomegalovirusul, herpes zoster, herpes simplex, mononucleoza infecțioasă etc Factori umorali ai imunității înnăscute Proteinele din complement sunt un factor umoral important în imunitatea înnăscută Aceste proteine sunt prezente în serul de sânge într-o formă inactivă și dobândesc activitate imunobiologică ca urmare a activării secvențiale a componentelor sistemului complement Complexele formate în acest caz din mai multe proteine din sistemul complementului și fragmente de molecule proteice sunt capabile nu numai să lizeze celulele microorganismelor, paraziților, particulelor virale, somatice etc , ci participă și ca factori efectori și reglatori în reacțiile inflamatorii și răspunsul imun specific antigenului Proteinele separate ale sistemului complement sunt notate cu litera latină C și numerele (CI C ), subunitățile proteice și produsele lor de clivaj sau activare sunt indicate în plus prin litere latine mici (de exemplu, Clq, Cir, C a) Există trei moduri principale de activare a sistemului complement: clasică, alternativă și lectină (mediată de manan) În calea clasică, activarea sistemului este inițiată de subcomponenta complementului Clq ca rezultat al interacțiunii Clq cu fragmentul Fc al igM și IgG modificate conformațional sau cu pentraxinele În condiții naturale, modificările conformaționale ale fragmentelor Fc ale IgM și IgG apar atunci când imunoglobulinele interacționează cu antigenele Fixat pe complexele Ag-IgM și Ag-IgG, Clq interacționează cu subcomponentele C g și Cls ale complementului Acesta din urmă este activat și, având activitate esterazică, scindează C și C Se fixează fragmentele C b și C a rezultate sub formă de molecule dimerice IMUNOLOGIE DE LABORATOR complexe imune și modul în care proteazele sunt capabile să interacționeze cu plasma C și apoi împărțiți-l în subcomponente C și C b Complexul C b a b cu trei componente este capabil să interacționeze cu plasma C și, datorită activității peptidazei, să divizeze C în subcomponentele C a și C b Odată cu formarea C b, începe activarea componentelor care atacă membranele celulare Aceste proteine de complement interacționează secvenţial între ele pentru a forma un complex de atac al membranei multimoleculare (MAC) capabil să atace membranele lipidice ale diferitelor celule și, integrându-se în ele, perturbă integritatea membranelor celulare și, în consecință, provoacă liza celulară Asamblarea MAC începe cu C b Molecula C b fixată pe membrana celulară are un situs care interacționează cu proteina C Ca rezultat al acestei interacțiuni, se formează un complex echimolecular C bC , care interacționează cu C , formând un complex trimolecular C bC C C din plasma sanguină este caracterizată prin proprietăți amfofile, iar atunci când interacționează cu C bC , regiunea hidrofobă a C asigură o fixare puternică a întregului complex trimolecular pe fosfolipidele membranei celulare exterioare Complexul trimolecular fixat pe celula C bC C servește ca receptor pentru C care circulă în sânge Ca urmare a fixării pe membrană, celulele C dobândesc capacitatea de a lega C care circulă în sânge și de a le catalizează neenzimatic polimerizarea, după care se modifică conformația moleculelor acestei proteine, numărul de locuri de interacțiune ale complexului cu fosfolipide membranare crește și se formează o structură proteică polimerică, în formă de pâlnie sau cilindru Un astfel de cilindru este scufundat în stratul dublu lipidic al membranei exterioare a celulei țintă În exterior, pereții cilindrului sunt formați din hidrofobe, iar partea sa interioară - în principal din aminoacizii hidrofili ai polipeptidelor complexului Datorită acestui fapt, apa udă suprafața interioară a pereților cilindrului și prin orificiul din acesta poate curge cu ușurință din mediu în celule, provocând moartea acestora Țintele pentru complement MAC pot fi celule de bacterii, ciuperci și protozoare, particule virale, lipozomi și alte formațiuni structurate, precum și celulele somatice proprii ale corpului Pentru a activa complementul în mod clasic împotriva antigenelor de suprafață ale celulelor și particulelor, sunt necesari anticorpi imuni sau naturali sub formă de imunoglobuline din clasele IgG și IgM Calea lectinei de activare a complementului diferă de calea clasică doar în stadiul inițial de inițiere În sângele oamenilor și animalelor circulă o proteină care poate interacționa cu glicoproteinele manozei și polizaharidele (MBL - lectiri de legare a manozei) Manoza se găsește în cantități mari în polizaharide și glicoproteine ale microorganismelor și plantelor În timpul introducerii microorganismelor în macroorganism, MBL este fixat pe reziduurile de manoză ale polizaharidelor și glicoproteinelor de suprafață MBL imobilizat interacționează cu o serin protează din sânge numită protează asociată cu MBL (MASP) Proteaza în complex cu MBL este activată și dobândește capacitatea de a scinda C și C Activarea ulterioară a sistemului complement este efectuată în aceeași secvență și cu formarea acelorași produși ca și în calea clasică Modul alternativ de activare a sistemului complement diferă, de asemenea, în stadiile inițiale Activarea printr-o metodă alternativă se realizează fără participarea anticorpilor Moleculele inițiale sunt componente ale structurilor de suprafață ale microorganismelor gram-pozitive și gram-negative, lipopolizaharide, acizi teicoici ai pereților celulari, polizaharide și pereți celulari ai drojdiei și ciupercilor, unele virusuri și celule infectate cu virus, celule protozoare IMUNOLOGIE DE LABORATOR C este o componentă complementară care inițiază activarea alternativă a întregului sistem și poate suferi o hidroliză spontană lentă a legăturii tio-eter a moleculei C cu o legătură tioeterică modificată nu se împarte în subcomponentele C și C b, dar capătă proprietăți care îl fac identic cu C b C hidrolizat (C -hidro), ca și C b, interacționează cu structurile de suprafață ale celulelor străine Interacțiunea lui C b cu celulele este caracterizată printr-o anumită selectivitate și se realizează cu ușurință datorită afinității mari a C b pentru structurile de suprafață ale microorganismelor, lipopolizaharidele peretelui celular bacterian, zimosanul peretelui celular de drojdie și polizaharidele cu celule străine Conținutul ridicat de acizi sialici de pe membrana celulelor umane și a altor celule de mamifere protejează celulele somatice de fixarea C b pe suprafața lor și de activarea alternativă a complementului Selectivitatea în fixarea C b pe membranele celulelor străine, însoțită de activarea sistemului complementului într-un mod alternativ, asigură o recunoaștere primitivă a antigenelor străine (microbiene) din organism Fiecare dintre modalitățile de activare a sistemului complement este reglementată în organism relativ independent Activitatea sistemului este reglată de molecule care pot lega sau inactiva proteinele individuale ale sistemului complement sau, dimpotrivă, le pot prelungi șederea în organism în stare activă (properdin) În procesul de activare a sistemului complement, se formează multe subcomponente - produse ale divizării proteinelor individuale Aceste subcomponente, ramanand pe membrana celulara sau intrand in circulatie, au o activitate imunobiologica ridicata Receptorii pentru subcomponentele proteinelor sistemului complement se găsesc în principal în celulele implicate în procesele inflamatorii și în răspunsul imun la antigeni Astfel, submoleculele proteice formate în timpul activării complementului sunt regulatori endogeni importanți ai răspunsului imun La nou-născuți, activitatea hemolitică a complementului HC și conținutul de C și C este de - % la adulți, dar conținutul de C și C în sânge nu depășește % dintre adulți Până la vârsta de luni, activitatea hemolitică a complementului în sânge este comparabilă cu cea a adulților Defectele congenitale sau dobândite în sinteza componentelor individuale ale complementului se caracterizează prin sensibilitate ridicată la infecțiile piogene și capsulare și tendința de a dezvolta boli autoimune Bolile autoimune cu o deficiență a componentelor C , C și C se dezvoltă din cauza excreției afectate a complexelor imune din circulație, inclusiv a complexelor autoantigen-autoanticorp (Tabelul - ) Activitatea crescută a complementului, cauzată de un defect al inhibitorului primei componente a complementului (C h), se manifestă prin dezvoltarea angioedemului, factorul decisiv în patogeneza căruia este acumularea de toxinele ca urmare a hiperactivării complementului C și C a de anafil Tabelul - Boli asociate cu deficiența proteinelor complementului și a receptorilor acestora Proteine Manifestări clinice Clq Lupus eritematos sistemic si sindroame asociate, vasculita urticariana Clr-CIs Lupus eritematos sistemic și sindroame asociate, vasculită C Lupus eritematos sistemic și sindroame asociate, glomerulonefrită dermatită, vasculită IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Proteine Manifestări clinice C Glomerulonefrită autoimună, colagenoză, infecții piogene recurente C Lupus eritematos sistemic și sindroame asociate C Injecții neisseriale frecvente, lupus eritematos sistemic și sindroame asociate C ; ; C ; C Infecții neisseriale recurente Properdin Infecții piogene recurente, curs fulminant de sepsis meningococic Factorul D Infecții piogene recurente C mh Angioedem pseudoalergic, susceptibilitate la boli autoimune Factorul H Lupus eritematos sistemic și sindroame asociate, glomerulonefrită Factorul I Infecții piogene recurente și sindroame asemănătoare lupusului eritematos sistemic CR Lupus eritematos sistemic și sindroame asociate CR Căderea târzie a cordonului ombilical, infecții piogene recurente, leucocitoză DAF, HRF; CD Hemoliza Tulburări în sinteza unor astfel de inhibitori ai sistemului de complement, cum ar fi DAF (factor de accelerare a degradarii), HRF și HRF (factor de restricție de omologie) conduc la creșterea activității complementului în raport cu eritrocitele autologe, care este înregistrată clinic la pacienții cu hemoglobinurie paroxistica nocturnă De aceea, un studiu de laborator al proteinelor sistemului complement este recomandat persoanelor cu boli autoimune sistemice, infecții cronice, edem și vasculită de origine necunoscută Proteina C reactivă și decameral proteina RTHS - pentraxinele, sunt reprezentanți ai imunității înnăscute umorale Proteina C reactivă este un reprezentant al proteinelor "scurte" din familia pectraksinelor (M m kDa), este sintetizată de hepatocite sub influența citokinelor proinflamatorii IL- , IL- , TNF-a Proteina C reactivă se acumulează în sângele și exsudatele tisulare ale pacienților cu infecții acute și cronice, leziuni și alte boli La persoanele practic sănătoase, conținutul de proteină C reactivă din sânge nu depășește mg / l; în inflamația acută, nivelul acesteia crește rapid în primele ore Cu sepsis bacterian, legioneloză și vasculită severă, concentrația de proteină C reactivă în sânge depășește mg / l; cu infecții bacteriene, vasculită acută, unele limfoame, nivelul proteinei C-reactive din sânge variază între - mg/l Cu mononucleoză infecțioasă, citomegalovirus, infecții herpetice și adenovirus, artrită, polimialgie reumatoidă și majoritatea limfoamelor, conținutul de proteină C reactivă din sânge nu depășește mg / l În majoritatea infecțiilor virale, nivelul de proteină C reactivă din sângele pacienților nu se modifică semnificativ Concentrația de proteină C reactivă în sângele pacienților reflectă modificări în dezvoltarea bolii în ultimele - ore Proteina C reactivă este capabilă să interacționeze cu reziduurile de fosforilcolină din moleculele de polizaharide, lecitină, sfingomielină, precum și cu ADN-ul liber de diverse origini, formând complexe multimoleculare În ele, proteina C-reactivă interacționează cu componenta Clq a complementului și activează IMUNOLOGIE DE LABORATOR metabolizează complementul în mod clasic, precum și opsonizează țintele de fagocitoză și stimulează activitatea celulelor NK RTXZ este un reprezentant al pentraxinelor lungi, o proteină decamer cu M m kDa, produs de monocite activate și celule dendritice, este capabil să interacționeze cu glicoproteinele manoză de origine microbiană și de altă natură PTC are activitate opsonizantă, fixându-se pe obiectele fagocitozei, iar în combinație cu polizaharidele interacționează cu proteina Clq a complementului și activează complementul în mod clasic Astfel, factorii celulari și umorali ai imunității înnăscute au o varietate de mijloace care le permit să reziste agenților străini și să participe la protecția împotriva introducerii, reproducerii și răspândirii în organism a "străinilor-"'- Celulele imune înnăscute interacționează activ între ele și cu celulele imune dobândite, ceea ce face ca procesul de apărare să fie extrem de eficient și de încredere Factorii umorali ai imunității înnăscute neutralizează și distrug agenții străini, contribuind la îndepărtarea rapidă a acestora din sânge și organism IMUNĂ DOBĂTATĂ Principalii performanți ai răspunsului imun specific antigenului sunt limfocitele (o populație heterogenă de celule) Ei nediferind morfologic, ele diferă semnificativ în setul de proteine membranare și activitatea funcțională Numărul lor în sânge poate varia semnificativ în funcție de patologie (Tabelul - ) Limfocitele sunt împărțite în trei populații mari: limfocitele T (dependente de timus), limfocitele B (măduvă osoasă sau bursă) și NK (celule natural killer) Tabelul - Principalele boli și afecțiuni însoțite de limfocitoză Cauzele fundamentale Interpretarea modificărilor Infecții virale Mononucleoză infecțioasă (mononucleare atipice se găsesc în frotiurile de sânge) Hepatită infecțioasă Limfocitoza este adesea determinată în infecțiile cauzate de virusul Epstein-Barr, herpes simplex tip , rubeola, adeno- și citomegalovirus Infecții bacteriene Limfocitoza se observă în tuse convulsivă, infecții cronice (tuberculoză, bruceloză) Boli de sânge Limfadenopatia și splenomegalia însoțesc limfomul, peucemia limfocitară cronică, leucemia cu celule păroase Sindromul postprandsfuzie Însoțește febra și splenomegalia Se crede că cauza acestui sindrom este citomegalovirusul, care este alimentat prin leucocitele din sângele donatorului Notă Numărul de limfocite din normă are caracteristici legate de vârstă După a doua încrucișare "de vârstă" în formula limfocitară, o creștere a numărului absolut de limfocite din sânge de la , x h / l sau mai mult este luată ca limfocitoză Limfocitoza absolută este mult mai puțin frecventă decât cea relativă care apare cu granulocitopenia SISTEMUL T-LIMFOCITARE Printre limfocitele T, există celule T-helper (Th), T-regulatoare (Tg) și T-citotoxice (Tc) Ele se pot schimba rapid din punct de vedere fenotipic și se pot transforma în celule T cu diferite funcții TG asigură reglarea răspunsului imun specific antigenului și a activității funcționale a sistemului imunitar în ansamblu Aceste celule, producând multe citokine, sunt responsabile de interacțiunea sistemului imunitar cu alte sisteme ale corpului Metodele moderne de identificare a limfocitelor T și de determinare a apartenenței acestora la anumite subpopulații se bazează pe studiul proteinelor membranare Proteine membranare caracterizate imunochimic în IMUNOLOGIE DE LABORATOR Ca markeri ai anumitor celule, au primit denumirea CD (din engleză, cfaster of diferenciation - acumulation of diferenciation determinants) Diferitele subpopulații de limfocite T diferă între ele și de limfocite B printr-un set de proteine CD, dintre care multe sunt receptori celulari pentru diferiți liganzi Proteinele CD individuale sunt desemnate prin numere, de exemplu CD , CD , CD etc Recunoașterea antigenelor de către celulele T are loc cu ajutorul receptorilor care pot interacționa specific cu determinanții antigenici și simultan cu moleculele HIA, în combinație cu care sunt localizați determinanții antigenici În funcție de structura receptorilor care recunosc antigenul (TCR) toate limfocitele T sunt împărțite în două subpopulații: sfT- ( - %) și celulele yT ( %) Conform datelor calculate, setul de determinanți antigenici cu care celulele sphT pot interacționa ajunge la variante de molecule; Limfocitele yST pot răspunde la determinanții antigenici ai unui repertoriu relativ limitat (proteine de șoc termic, unii antigeni ai microorganismelor) Celulele T nu reacţionează la antigenele care circulă liber şi pot interacţiona cu ei numai dacă antigenele au fost procesate în alte celule, iar oligopeptidele individuale (determinanţii) antigenului procesat sunt prezentate limfocitelor T pe suprafaţa celulelor auxiliare (dendritice) , macrofage, limfocite B etc ) Fragmentele de antigen de pe membrana celulelor accesorii sunt prezentate celulelor T prin proteine de clasă I din complexul major de histocompatibilitate (MHC) pentru limfocitele citotoxice sau clasa II pentru limfocitele de reglare helper (proteine MHC din engleză, complex major de histocompatibilitate) La om, proteinele MHC sunt desemnate ca proteine HLA (în engleză, antigene leucocite umane) Astfel, limfocitele T umane reacţionează la antigene străine numai dacă aceşti antigeni sunt asociaţi cu proteinele HLA de pe membranele oricăror celule ale corpului În plus față de lanțurile polipeptidice ap sau yS care interacționează în mod specific cu determinantul antigenic, mai multe lanțuri polipeptidice suplimentare sunt, de asemenea, implicate în construirea receptorilor de celule T care recunosc antigenul Ele sunt denumite în mod obișnuit complexul receptorului CD Proteinele CD din receptorul de recunoaștere a antigenului al limfocitelor T îndeplinesc mai multe funcții auxiliare, inclusiv conducerea unui semnal de la receptorul de cuplare a antigenului celulei către nucleul limfocitelor T Limfocitele T aparținând unor clone diferite diferă în structura secțiunilor terminale exterioare ale heterodimerilor off și ub, ceea ce permite fiecărei celule T să interacționeze numai cu un anumit determinant antigenic, mai adesea oricare, folosind TCR Este de o importanță fundamentală ca în diferențierea preantigenică a limfocitelor T în timus, se formează un TCR cu o gamă largă de specificități pentru antigenele pe care celulele T sunt probabil să le întâlnească la periferie Alte proteine de membrană ale celulei, desemnate drept co-receptori CD și CDS, sunt de asemenea implicate în procesul de contact al celulelor T cu un antigen folosind complexul receptor TCR-CD În celulele T mature, expresia acestor proteine este alternativă, fie celule CD hCB ', fie CD 'CD + Proteinele CD + se găsesc în limfocitele T helper și reglatoare, molecule CD * - în celulele T citotoxice Proteina CD de pe membrana limfocitelor Th promovează legarea mai puternică a receptorului de recunoaștere a antigenului al limfocitelor cu proteinele HLA clasa II încărcate cu antigen (HLA-D, -DR, -DP, -DQ) ale celulelor auxiliare Proteinele din clasa II LA în cantități suficiente, precum și limfocitele B, sunt exprimate în principal pe membranele celulelor prezentatoare de antigen ale sistemului imunitar (celule dendritice, macrofage) Ele fagocitează antigenele străine în endozomii celulari, ei sunt scindați la oligopeptide de - aminoacizi și formează complexe de oligopeptide antigen și proteine HLA de clasa II Astfel de IMUNOLOGIE DE LABORATOR complexe sunt apoi încorporate în membrana celulelor accesorii și, având imunogenitate ridicată, sunt prezentate limfocitelor T CD Polipeptida CD * asigură o interacțiune mai puternică a receptorului specific antigen al limfocitelor Tc cu un antigen situat pe suprafața oricărei celule somatice în asociere cu proteinele HLA Clasa I (HLA-A, -B, -C) Deoarece proteinele HLA-A, -B, -C ca antigene de transplant se găsesc pe membranele aproape tuturor celulelor corpului, orice celulă poate prezenta antigenul CD + limfocitelor T ca un complex al oligopeptidei antigenului și HLA-A, - proteine B, -C În acest caz, scindarea unei molecule de antigen (particule) la oligopeptide are loc în proteazomii citoplasmei oricărei celule somatice infectate cu un antigen În același loc, în citoplasmă, se formează un complex foarte imunogen din peptide scurte ale antigenului ( - resturi de aminoacizi) și proteine HLA clasa I Pe suprafața celulelor nucleate, conținutul de proteine HLA de clasa I ajunge la molecule, astfel încât fiecare celulă somatică poate prezenta multe oligopeptide antigenice și poate provoca un răspuns al limfocitelor T citotoxice CD împotriva acestor determinanți și a ei însăși Astfel, diferite celule ale corpului sunt implicate în activarea antigenică a subpopulațiilor CD + și CD + de limfocite T S-a demonstrat că interacțiunea CD * sau, respectiv, CD + de pe suprafața limfocitelor T cu proteinele HLA din clasa I sau II ale celulelor auxiliare favorizează formarea de complexe polimerice din proteinele TCR-CD pe membranele T- limfocite și conducerea unui semnal pentru activarea celulelor T În ciuda similitudinii fundamentale mari în structura proteinelor TCR-CD , aceste subpopulații diferă semnificativ funcțional în celulele sT și sT Majoritatea celulelor UT rareori sau nu exprimă proteinele CD și CD Aceste celule pot recunoaște antigenul în complex cu proteina CD de pe suprafața celulei prezentatoare de antigen La om, au fost descrise cinci variante de proteine CD care sunt capabile să formeze complexe și să prezinte seturi limitate de antigene la limfocitele y T Celulele yST sunt active din punct de vedere citotoxic; ca celule limfoide intraepidermice și intraepiteliale, ele sunt cele mai abundente în piele, membrana mucoasă a intestinului subțire și tractul urogenital Limfocitele T au o varietate de molecule adezive și receptori de chemokine Prin aceste molecule, celula primește semnale de migrare direcționată și interacționează cu proteinele matricei extracelulare, cu celulele endoteliale ale vaselor ganglionilor limfatici și ale organelor limfoide ale mucoasei, cu celulele sanguine și proteinele complementului Moleculele adezive și receptorii de chemokine asigură acumularea de limfocite T în focarele inflamatorii (granuloame), infiltrarea limfocelulară a țesuturilor, interacțiunea limfocitelor între ele și cu celulele și moleculele imunității înnăscute Majoritatea limfocitelor T care circulă în sânge sunt în repaus, dar la contactul cu antigenul corespunzător sau sub influența altor stimuli, acestea sunt activate Limfocitele activate se deosebesc de celulele în repaus printr-un conținut crescut de ioni de Ca liberi în citoplasmă, creșterea metabolismului oxigenului, creșterea sintezei de ARN și proteine, apariția de noi proteine pe membranele celulare și modificarea conținutului celor prezentate anterior Toate acestea duc la transformarea unui mic limfocit în repaus într-o celulă blastică, care apoi se împarte de - ori, reproducând toate caracteristicile fenotipice ale celulei mamă inițiale În același timp, celulele fiice dobândesc activitate imunobiologică ridicată, manifestându-se ca celule T reglatoare sau efectoare Markeri de membrană ai celulelor T activate - proteine CD , CD (TCAM- ), CD , CD , CD , ILA clasa II și alte câteva molecule Când este activat pe suprafața celulelor T IMUNOLOGIE DE LABORATOR continutul de CD si CD creste Din moleculele caracteristice limfocitelor T activate se disting urmatoarele: CD - receptor a-nei pentru IL- , CD - integrina, care asigura interactiunea limfocitelor T activate cu alte celulele sistemului imunitar, CD - un marker timpuriu de activare a diferitelor leucocite, CD este un receptor pentru transferina serică Limfocitele imune acumulate după activarea antigenică diferă în setul de proteine membranare de așa-numitele celule T naive în repaus, care, ajungând din timus în sânge și organele limfoide, nu au avut încă contact cu antigenele corespunzătoare Markerii limfocitelor T CD ' sau CD naive sunt proteine exprimate pe membrana celulară CD RA și CD -L Proteina CD RA este o izoformă a tirozin fosfatazei cu M m - kDa În limfocitele T imune, o altă izoformă a enzimei este CD RO cu M m kDa CD joacă un rol important în activarea antigenică a celulelor T, deoarece în absența acesteia pe suprafața celulei, limfocitele T nu sunt capabile să răspundă la stimulul antigenic CD L - L-selectina - asigură recunoașterea de către limfocitele T naive a organelor limfoide secundare și acumularea lor acolo În timpul activării antigenice a limfocitelor T naive, semnalele co-stimulatoare sunt importante, furnizate celulei prin proteina membranei CD , prin proteinele CD și CD prezente în celulele prezentatoare de antigen Celulele T naive fără activare antigenică se divid rareori, iar durata lor de viață variază de la câteva săptămâni la ani Conținutul populațiilor de limfocite T din sânge, ținând cont de vârstă, este prezentat în tabel - Tabelul - Nivelurile sanguine ale limfocitelor T ale principalelor fenotipuri la oameni de diferite vârste Vârsta CD * (grup total) CD ' (ajutor/regulatori) CD " ucigași/supresivi) % x '/l % x /l % x '/l - luni - , - , - , - , - , - luni - - , - , - , - , - luni - - , - , - , - , - , - ani - , -b g - , - , - , - , - ani - - , - , - , - , - , - ani - , - , - , - , - , - , - ani - , - , - , - , - , - , În timpul activării antigenice a limfocitelor T naive și imune, legarea antigenului la proteinele TCR-CD ale limfocitelor trebuie suplimentată cu semnale furnizate celulei T prin receptori costimulatori suplimentari În limfocitele T naive, un astfel de receptor este reprezentat de CD , precum și de receptori pentru citokine și alți liganzi Aceste comenzi suplimentare pot îmbunătăți sau inhiba proliferarea limfocitelor T sau pot regla direcția de diferențiere a acestora Populația de limfocite T CD * umane este eterogenă, este subdivizată în mai multe subpopulații de celule T reglatoare și helper Printre acestea din urmă, în funcție de capacitatea lor de a produce anumite seturi de citokine, se disting celulele ThO-, Thl- și Th -, Th- și Tfh În sângele persoanelor sănătoase și neimunizate, printre limfocitele Th ale clonei specifice antigenului predomină celulele ThO Când sunt vaccinate, celulele ThO naive se transformă rapid în limfocite ThI sau Th efectoare imune Citokinele marker ale celulelor ThI sunt IFN-y și IL- produse de acestea și IL- , IL- , IL- și IL- ale limfocitelor Th Diferențierea celulelor ThO în celule Th sau Th este determinată de mulți factori și condiții de interacțiune între limfocitele ThO naive și antigen Importanta esentiala a acestui lucru IMUNOLOGIE DE LABORATOR diferențierea conferă citokine, în special IL- Determină diferențierea celulelor ThO în limfocite Th ; numai în absența acesteia este posibil ca celulele să se diferențieze în limfocite TH Producerea anumitor citokine de către limfocitele Th și Th determină rolul acestor celule în reglarea răspunsului specific antigenului Limfocitele ThI sunt responsabile pentru răspunsul imun specific antigenului celular și pentru funcția celulelor sistemului fagocitar și a celulelor NK și sunt implicate în reglarea exprimării genelor IgM și IgG în celulele B Citokinele produse de limfocitele Th susțin biosinteza IgE și a altor imunoglobuline din organism, sunt implicate în inflamația alergică prin activarea mastocitelor (IG - ) și a eozinofilelor (IL- ) IFN-y sintetizat de limfocitele ThI suprimă funcția și producția de citokine de către celulele Th , iar IL- și TL- produse de limfocitele Th inhibă sinteza citokinelor de către limfocitele ThI și macrofagele Astfel, aceste două populații de limfocite Th sunt într-o relație reciprocă, fiecare dintre ele, menținând în același timp o variantă optimă a răspunsului specific antigenului, o inhibă pe cealaltă Spre deosebire de limfocitele Th și Th , în sânge se găsesc mai multe populații de limfocite T, reglând negativ funcția factorilor celulari congenitali și dobândiți ai sistemului imunitar Celulele Tg inhibă proliferarea limfocitelor T SP + Suprimarea se realizează atât prin interacțiunea de contact direct a limfocitelor Tg cu celulele, cât și datorită capacității acestor celule de a produce citokine imunosupresoare (TGF-p, IL- ) Celulele TG, împreună cu limfocitele, inhibă funcția celulelor dendritice și a altor celule ale imunității înnăscute Dintre celulele Tg, se disting două subpopulații Prima este reprezentată de celule naturale de origine timică (pTg), a doua este reprezentată de celulele T adaptive (aTg) Limfocitele Tr suprimă răspunsul imun la autoantigene, tumori, transplant și unele antigene infecțioase Odată cu insuficiența lor, în organism se dezvoltă boli autoimune (scleroza multiplă, sindrom poliglandular autoimun, diabet de tip I etc ), alergii și patologie limfoproliferativă Tc sunt denumite celule T din sânge efectoare Ele provoacă liza oricăror celule ale corpului care poartă determinanți antigenici la suprafață, la care celulele Tc au un complex receptor TCR CD + Dintre limfocitele Tc predomină limfocitele CD , CD + și ophT Numărul lor în sânge la adulți poate ajunge la % din numărul total de limfocite T din sânge Aproximativ % din limfocitele din sânge CD CD -T au molecule TCR construite cu participarea lanțurilor y- și -peptidice Aceste celule au, de asemenea, activitate citotoxică, dar prezentarea antigenului de către celulele țintă în acest caz se realizează prin intermediul proteinelor CD Celulele y T sunt capabile să sintetizeze rapid ci okine care provoacă un răspuns inflamator În timpul activării antigenice a limfocitelor T citotoxice, al doilea semnal de activare de confirmare sunt semnale date limfocitelor Tc prin receptorul IL- Sursa IL- în acest caz sunt limfocitele IL implicate în răspunsul imun la același antigen (a aceleiași clone specifice antigenului) Prin urmare, limfocitele Ts au nevoie de interacțiune cu celulele Th pentru activarea lor La primirea semnalelor de activare și stimulare a cog-ului, clona specifică antigenului a limfocitelor Tc începe să prolifereze și dobândește capacitatea de a ucide celulele țintă care poartă antigenul ca celule efectoare Acest mecanism de citoliză imună este important pentru imunitatea antivirală, deoarece asigură moartea oricăror celule purtătoare de viruși sau antigeni virali pe membrană în asociere cu proteinele MHC clasa I sau proteinele membranei CD ale celulelor treizeci IMUNOLOGIE DE LABORATOR Limfocitele citotoxice sunt implicate activ în imunitatea antitumorală și de transplant, precum și în protecția împotriva propriilor celule purtătoare de proteine de șoc termic sau antigene microbiene glicolipidice Limfocitele Tc efectuează moartea celulelor țintă prin eliberarea proteinelor citotoxice (limfotoxine) în direcția lor Astfel de limfotoxine includ perforină (citolizină) și unele serin proteaze Perforinele seamănă cu proteinele complexului complement care atacă membrana: integrându-se în membrana celulei țintă, ele formează pori în ea, prin care granzimele care activează caspazele intră în celula țintă din limfocitele Tc Acestea din urmă distrug membranele intracelulare, activează endonucleazele și induc moartea celulei țintă prin apoptoză Astfel, sistemul limfocitelor T se caracterizează printr-o diversitate excepțională a celulelor care îl formează, care diferă nu numai prin structura receptorilor care recunosc antigenul, ci și prin seturile de proteine și receptori asociați membranei, în spectrul de a produs citokine și în multe alte caracteristici și, prin urmare, diferă funcțional S-a demonstrat că setul de markeri fenotipici exprimați de limfocitele Th se poate modifica rapid (când sunt cultivate in vitro după - zile), celulele pot purta markeri fenotipici ai populației opuse de celule Th Prin urmare, în analiza de laborator a sistemului limfoid al pacienților crește nevoia de analize repetate și implementarea monitorizării imunologice a pacienților SISTEMUL B-LIMFOCITARE Diferențierea celulelor B are loc în măduva osoasă și este concepută pentru a forma receptorul de legare a antigenului limfocitelor B (BCR), BCR constă din două lanțuri polipeptidice grele și două ușoare care formează o moleculă de imunoglobulină membranară (mlg) Două molecule de lanțuri de polipeptide Iga și IgP sunt legate de moleculele înlg de pe membrana celulară, concepute pentru a conduce semnalul de la BCR la nucleul celulei după contactul cu antigenul BCR recunoaște un singur determinant antigenic Întregul grup de celule B are o gamă largă de specificități pentru antigene (până la determinanți antigenici IO ) Mecanismul principal pentru formarea diversității specificității BCR este rearanjarea (rearanjarea) regiunilor variabile și constante ale genelor lanțului greu și ușor al imunoglobulinei care apar constant în celulele B imature din măduva osoasă Reorganizarea aleatorie a genelor imunoglobulinei duce la apariția receptorilor, a căror specificitate este îndreptată nu numai împotriva antigenelor străine, ci și împotriva propriilor molecule Îndepărtarea acestor celule B autoreactive are loc prin apoptoză în măduva osoasă printr-un proces de selecție negativă, când celulele B imature interacționează cu autoantigenele organismului Fiecare etapă de diferențiere a celulelor hematopoietice, inclusiv a limfocitelor B, este însoțită de expresia sau dispariția moleculelor funcționale care pot servi ca markeri ai stadiului de diferențiere a celulelor și ai stării acestora Un marker important al tuturor celulelor progenitoare și al limfocitelor B periferice este CD (este absent pe celulele plasmatice) (vezi Tabelul - ) Este implicat în activarea și proliferarea celulelor B CD este exprimat pe toate celulele neoplazice în leucemiile acute cu celule B Limfocitele B sunt capabile să interacționeze direct cu antigenele Proliferarea și diferențierea celulelor B mature induse de această interacțiune are loc în foliculii și centrii germinativi ai organelor limfoide secundare, precum și în țesuturile limfoide ale membranelor mucoase După contact- IMUNOLOGIE DE LABORATOR că, odată cu antigenul în procesul de reproducere a limfocitelor B specifice antigenului, specificitatea receptorilor de legare a antigenului crește, iar apoi celulele trec de la biosinteza receptorilor care recunosc antigenul sub formă de molecule IgM și IgD la receptorii de imunoglobuline de alte clase (IgG IgA, IgE) Specificitatea antigenică a receptorilor crește Trecerea celulelor B la sinteza receptorilor sub formă de imunoglobuline din alte clase se realizează sub influența diferitelor citokine produse de limfocitele Th în cooperare cu celulele B Astfel, IFNy asigură sinteza IgG sau IgG de către celulele B, TGFp - IgA, IL- - IgE În viitor, odată cu diferențierea limfocitelor în celule plasmatice, se păstrează capacitatea de a produce aceleași imunoglobuline ca și celulele lor progenitoare În cele mai multe cazuri, celulele plasmatice trăiesc timp de - săptămâni, deși a fost descrisă o populație de celule plasmatice cu viață lungă care rămân viabile timp de un an Printre celulele B mature, se disting două subpopulații Celulele B sunt marcate cu proteine CD T, în timp ce CD este absent pe celulele B Celulele B sunt similare în caracteristicile lor cu celulele imunității înnăscute Sunt localizate în cavitățile abdominale și pleurale și în mucoasele Celulele B constituie principalul bazin de limfocite B care circulă în sânge și se află în organele limfoide periferice Limfocitele B activate de antigen sunt capabile să se diferențieze nu numai în celule plasmatice, ci și în celule B - purtători ai memoriei imunologice Ele pot rămâne în organism timp de - ani Odată cu vârsta, în cadrul pool-ului de celule B periferice, există o scădere a numărului de limfocite B naive cu o creștere proporțională a celulelor B de memorie (CD +) În acest sens, răspunsul anticorpilor la un nou antigen la persoanele în vârstă și senile este slab și de scurtă durată Pe măsură ce oamenii îmbătrânesc, spectrul diferiților autoanticorpi crește în sângele oamenilor, prezentate, totuși, în titruri mici Imunoglobuline și receptori Fc Imunoglobulinele sunt proteine care prezintă activitate de anticorpi și sunt similare ca structură chimică și specificitate imunochimică Celulele plasmatice sunt considerate a fi principalele celule producătoare de imunoglobuline Activitatea anticorpilor este exprimată în capacitatea imunoglobulinelor de a interacționa foarte specific cu un antigen cu formarea de complexe multimoleculare antigen-anticorp Anticorpii au proprietăți imunobiologice secundare și sunt capabili să se fixeze pe celule, să interacționeze cu proteinele sistemului complement, să sporească activitatea macrofagelor și efectul citotoxic al celulelor NK, să regleze funcția limfocitelor etc Celulele endoteliale, macrofagele circulante și rezidente ( în special ficatul și splina) sunt eliminate activ din circulație, captează și distrug complexele antigen-anticorp Interacționând cu antigenele, toxinele și enzimele, anticorpii își blochează centrii activi, neutralizează toxicitatea și inhibă activitatea enzimatică a acestor molecule Microorganismele și paraziții cu anticorpi fixați pe ele își pierd mobilitatea dacă anticorpii interacționează cu flagelii lor Anticorpii împotriva agenților patogeni împiedică atașarea și pătrunderea acestora în diferite celule ale macroorganismului, inclusiv în celulele țesuturilor de graniță, oferind rezistență la infecție Agregarea de anticorpi a agenților patogeni la suprafața țesuturilor de graniță împiedică transferul infecției prin mucoasele În cele mai multe cazuri, anticorpii au un efect microbostatic asupra agenților patogeni Anticorpii imobilizați pe antigen își schimbă conformația, ceea ce le permite să se fixeze și să se activeze IMUNOLOGIE DE LABORATOR pentru a digera proteinele sistemului complement, pentru a stimula activitatea fagocitelor și citotoxicitatea celulelor NK Anticorpii fixați pe celulele țesuturilor, atunci când interacționează cu un antigen, furnizează semnale de activare celulelor, implicând celulele corespunzătoare într-o reacție îndreptată împotriva unui agent străin De fapt, anticorpii din corpul uman asigură distrugerea selectivă și neutralizarea antigenelor străine - molecule și celule - de către diverși factori de imunitate Imunoglobulinele umane sunt împărțite în cinci grupuri sau clase, denumite IgG, JgM, IgA, IgD și IgE Imunoglobulinele din diferite clase diferă în conținutul de carbohidrați, greutatea moleculară, structura primară, mobilitatea electroforetică, speranța de viață și rata de reînnoire în organism, capacitatea de transfer transplacentar și activitatea imunobiologică (Tabelul - ) Tabelul - Unele proprietăți ale imunoglobulinelor umane Imunoglobuline IgG IgM IgA la igE Structura moleculara: Lanțuri H-polipeptidice yi, y , y y C a £ Lanţuri L-polipeptidice KÂ kX kX kA KĂ Greutate moleculară, kDa Conținut în sânge la adulți, g/l , - , - , , - , , - , , - UI/ml Т| - jumătate de perioadă de reînnoire, zile , , Transfer transplacentar + - - - - Activitate antibacteriană + +++ + - - Activitate antivirus + + +++ - - Activitatea antiparazitară a I G - - ++ +++ Imunoglobulinele din clasele G, D și E sunt reprezentate în sânge prin molecule m IgG] > IgG, IgG poate activa complementul într-un mod alternativ, mai degrabă decât în modul clasic Ca răspuns la antigenele proteice de origine diferită, sunt produși anticorpi din subclasa IgG și, într-o măsură mai mică, IgG și IgG Antigenele polizaharide (de exemplu, polizaharidele capsulare ale microorganismelor) provoacă formarea IMUNOLOGIE DE LABORATOR anticorpi predominant din subclasa IgG Virușii provoacă formarea de anticorpi predominant din subclasa IgG și IgG , în timp ce antigenele paraziți provoacă formarea de anticorpi IgG Defectele congenitale ale biosintezei imunoglobulinelor la om se pot extinde atât la întreaga clasă de IgG, cât și la subclase individuale Un defect în biosinteza IgG la copii este exprimat prin absența sau nivelul scăzut de anticorpi împotriva polizaharidelor microorganismelor capsulare, ca urmare a cărora acestea se caracterizează prin infecții cronice recurente ale tractului respirator, ai căror agenți cauzali sunt microorganisme care formează capsule de polizaharide ( în special pneumococi şi Haemophilus influenzae) Conținutul de IgM din sângele adulților ajunge la % din cantitatea totală de imunoglobuline Anticorpii din clasa IgM se acumulează în principal în timpul răspunsului imun primar, la începutul producției de anticorpi Complexul IgM-antigen interacționează cel mai activ cu Clq și activează eficient sistemul complementului în mod clasic IgM joacă un rol important în imunitatea antibacteriană Sinteza IgM depinde de cooperarea celulelor B cu limfocitele Th într-o măsură mai mică decât în producția de imunoglobuline din alte clase Moleculele IgM monomerice, fiind încorporate în membranele limfocitelor B, servesc, împreună cu IgD, receptorii care recunosc antigenul celulelor B naive Conținutul de IgD din sânge este de , - , % din imunoglobulinele serice S-a demonstrat că anticorpii împotriva unor autoantigene (nucleoproteine, antigene tiroidiene) sunt IgD, care sunt anticorpi protectori în unele infecții parazitare Conținutul de IgA din sânge este de , g/l ( , g/kg greutate corporală) IgA secretorie (slgA) domină în diverse secrete și în spălările de pe pielea intactă Cea mai mare parte a IgA care circulă în sânge este produsă de celulele plasmatice din măduva osoasă și secretată de celulele plasmatice sintetizate în organele limfoide ale tractului gastrointestinal submucos și tractului respirator Toate moleculele intracelulare, membranare și majoritatea IgA care circulă în sânge sunt prezentate sub formă monomerică, iar IgA secretată de mucoasele sunt reprezentate de molecule dimerice ( - kDa) Fragmentul secretor din slgA nu numai că asigură transferul transepitelial de IgA polimerică din submucoasă în cavități, dar le protejează în continuare de acțiunea proteazelor gazdă și a proteazelor microbiene de pe suprafața membranelor mucoase IgA are două subclase, IgA și IgA Primele alcătuiesc aproximativ % din IgA circulante, ele predominând printre slgA secretate de celulele epiteliale ale membranelor mucoase ale tractului respirator al plămânilor și tractului gastrointestinal superior O concentrație mare a acestora este observată în secreția membranelor mucoase ale tractului genital al femeilor și a tractului gastrointestinal distal Conținutul de IgE din sângele persoanelor sănătoase este de aproximativ , % din cantitatea totală de imunoglobuline serice Leucocitele bazofile și mastocite au receptori de mare afinitate pentru fragmentul Fc al IgE; prin urmare, chiar și la niveluri scăzute de IgE în sânge, aceste celule poartă IgE reținută de Fce-R la suprafață La contactul IgE fixată pe celule cu antigenul corespunzător, structura IgE se modifică conformațional, receptorii pentru acestea sunt agregați, ceea ce asigură iritarea și degranularea bazofilelor și mastocitelor purtătoare de IgE Aceasta eliberează histamine și alte componente ale conținutului granulelor - mediatori ai reacțiilor alergice IgE participă la imunitatea antiparazitară, se acumulează în helmiptoze și alte parazitoze Serurile imune policlonale și diverse preparate din imunoglobuline normale au fost folosite cu succes în practica clinică de mult timp Așadar, serurile imune homo- și heterologe (anticorpii) sunt folosite pentru tratarea și prevenirea intoxicațiilor și infecțiilor cauzate de diverși microbi IMUNOLOGIE DE LABORATOR și viruși Preparatele de imunoglobuline administrate intravenos sunt indispensabile în tratamentul defectelor congenitale sau dobândite în sinteza acestora, în infecțiile bacteriene și virale acute și cronice care se dezvoltă pe fondul disfuncțiilor sistemului imunitar și hematopoietic Imunoglobulinele administrate intravenos în doze deosebit de mari prezintă activitate imunoreglatoare S-au dovedit a fi un tratament eficient pentru unele boli autoimune (purpura trombocitopenică idiopatică, anemie hemolitică autoimună, poliomiozită, anemie aplastică), hiperactivarea sistemului macrofagic (șoc endotoxic, inflamație toxică) Astfel, factorii de imunitate dobândiți sunt acumulați și activați atunci când antigenele corespunzătoare intră în organism Factorii de apărare imună dobândiți se disting printr-o specificitate excepțional de mare și asigură răspunsul sistemului imunitar strict la anumiți determinanți antigenici Imunitatea dobândită poate persista - ani, pentru menținerea ei pe tot parcursul vieții, este necesară persistența antigenului în organism sau reimunizarea Formarea imunității dobândite se realizează în mod cooperant atunci când celulele auxiliare (ramurile imunității înnăscute) interacționează cu limfocitele T și B Prin urmare, insuficiența răspunsului imun dobândit poate fi asociată nu numai cu deficiențe ale clonelor specifice antigenului de limfocite T și/sau B, ci și cu încălcări ale interacțiunii de cooperare dintre celulele sistemului imunitar Sistemul imunitar se autoreglează; pentru a-și atinge funcționarea normală, raportul și activitatea celulelor efectoare, dar și reglatoare specifice antigenului sunt extrem de importante PATOLOGIA SISTEMULUI IMMUN Imunodeficienţe primare Imunodeficiențele primare sunt numite defecte ale sistemului imunitar care rezultă din leziuni genetice În Clasificarea Internațională a Bolilor, de imunodeficiențe primare sunt identificate ca unități nosologice Cu toate acestea, conform OMS, există mai mult de de stări de imunodeficiență primară Pentru mulți dintre ei, a fost identificat un defect genetic molecular Membrii consiliului consultativ și ai Societății Europene pentru Boli de Imunodeficiență (ESID) au elaborat și aprobat pentru diseminare recomandări privind stările de imunodeficiență primară Semne de avertizare: • otită medie frecventă (de cel puțin - ori în decurs de an): • mai multe sinuzite grave confirmate (de cel puțin - ori în decurs de an); • mai mult de două cazuri de pneumonie confirmată; • abcese profunde repetate ale pielii sau organelor interne; • necesitatea terapiei pe termen lung cu medicamente antibacteriene pentru a opri infectia ( luni sau mai mult); • necesitatea perfuziei intravenoase de medicamente antibacteriene pentru a opri infectia; • cel puţin două infecţii (cum ar fi meningită, osteomielita, abcese adipoase subcutanate, sepsis); • întârzierea sugarului în creștere și dezvoltare; • afte persistente sau infecție fungică a pielii la copiii cu vârsta peste an: IMUNOLOGIE DE LABORATOR • prezența unor rude cu imunodeficiențe primare, decese precoce din infecții severe sau unul dintre simptomele de mai sus Imunodeficiențele primare sunt de obicei boli foarte grave, dar în niciun caz întotdeauna fatale, în cele mai multe cazuri pot fi tratate Diagnosticul imunodeficienței primare se poate face doar cu o examinare specială folosind metode imunologice, genetice și moleculare de analiză Acest lucru este foarte important să faceți cât mai curând posibil pentru a preveni consecințele grave ale bolii Principalele sindroame ale imunodeficienței: • infectioase; • alergic; • autoimune; • proliferative Sindromul infectios se caracterizeaza prin infectii multifocale recurente severe care nu raspund in mod adecvat la tratamentul in curs Acestea pot fi infecții cauzate de bacterii, viruși, ciuperci și paraziți Porțile de intrare ale infecției sunt pielea, mucoasele tractului respirator superior, tractul gastrointestinal și urogenital Sindromul alergic se caracterizează prin leziuni cutanate precum diateza exudativă, dermatita atopică, neurodermatita, bronșita recurentă cu componentă astmatică Sindromul autoimun este caracterizat prin simptome de artrită reumatoidă, vasculită, sclerodermie și alte boli sistemice ale țesutului conjunctiv, trombocitopenie autoimună, tiroidite autoimune și diabet zaharat Sindromul proliferativ apare sub formă de boli limfo- și mieloproliferative Se asociază cu transformarea tumorală a celulelor sistemului imunitar (limfoame, limfosarcoame, limfogranulomatoză, leucemie limfocitară acută și cronică) TULBURĂRI ALE IMUNIȚII CELULARE ÎNĂNASE Insuficiența fagocitelor este de - % din toate imunodeficiențele primare Este cauzată de o încălcare a proliferării, diferențierii, chemotaxia neutrofilelor și macrofagelor și încălcarea reală a procesului de fagocitoză (Tabelele - ) Din punct de vedere clinic, deficitul de fagocite se remarcă încă din al -lea an de viață, dar poate fi diagnosticat pentru prima dată mult mai târziu Deficiența severă a leucocitelor polimorfonucleare duce la dezvoltarea unei infecții bacteriene generalizate Pacienții cu un defect al sistemului fagocitar au nevoie de tratament antibacterian, antimicotic și simptomatic pe termen lung Defecte primare ale limfocitelor T Un defect izolat în sistemul T de imunitate reprezintă - % din toate imunodeficiențele primare Sunt caracteristice infecțiile virale și micotice, care se remarcă încă din primele zile de viață Măsurile terapeutice pentru imunodeficiența celulelor T sunt determinate de sindromul principal Transplantul timusului fetal și introducerea factorilor timici corectează tulburările celulelor T asociate cu hipotrofia timusului Într-o formă generalizată, patogeneza, tabloul clinic, diagnosticul imuno și diferențial sunt prezentate în tabel - și - Tabelul - Unele tulburări congenitale ale celulelor sistemului fagocitar Denumirea stării de imunodeficiență Principalii factori patogenetici Tabloul clinic Rezultatele examenului imunologic Boala cronică granulomatoasă Tip de moștenire autozomal recesiv { %) ȘI legat de X ( %) Tulburări în metabolismul oxigenului în granulocite și monocite, precum și formarea de produși de explozie oxidativă și, ca urmare, incapacitatea de a ucide microorganismele capturate Boli infecțioase recurente cauzate de ciuperci și microorganisme care produc catalaza Când este infectat, apare de obicei un răspuns inflamator excesiv Caracterizat prin limfadenită purulentă, abcese hepatice, osteomielita, leziuni ale pielii și grăsimii subcutanate, granuloame Anemie, leucocitoză, VSH ridicat, hipo-gamaglobulinemie, activitate funcțională afectată a fagocitelor (testul NST este redus) Sindromul Chediak-Higashi Tip de moștenire autozomal recesiv Încălcarea chemotaxiei neutrofilelor, transportul proteinelor intracelulare (deteriorarea fuziunii fagozomilor cu lizozomii), ducând la incapacitatea celulelor de a liza bacteriile și la persistența prelungită a agentului patogen în interiorul celulei Infecții cauzate de agenți patogeni Sîaphylococcus aureus, P Escheudorichia, P , precum și ciuperci din genul Aspergillus și Candida Adesea albinism parțial sau complet, fotofobie, hiperhidroză, trombocitopenie care duce la sângerare Leucopenie sau pancitopenie încălcarea chemotaxisului, fagocitoza și uciderea intracelulară a bacteriilor, o scădere a nivelului proteinelor lizozomal-cationice ale neutrofilelor Numărul și funcția limfocitelor T și B, nivelul componentei C a complementului este normal Sindromul Hiper-Ide Tipul de moștenire este necunoscut Perturbarea chimiotaxiei neutrofilelor datorită producției crescute de IgE și eliberării histaminei cu scăderea producției de citokine Th- dependente Abcese reci repetate ale pielii, țesuturilor moi, plămânilor, rinichilor, ficatului, eczemei , leziuni osoase (osteomielita) pe fondul metabolismului calciului și niveluri ridicate de IgE în sânge Niveluri ridicate de IgE și IdO în sânge, eozinofilie, neutrofilie, producție crescută de IL- , chemotaxia granulocitară afectată Sindromul leucocitelor "leneșe" Tip de moștenire autozomal recesiv Defect al receptorilor de adeziune ai fagocitelor CD b, CO c și CD a din cauza afectarii biosintezei CD ; lipsa receptorului pentru E-selectină (CD ) în neutrofile Leziuni parodontale, infecții piogene recurente ale pielii, sinusurilor, tractului respirator, infecții necrotice ale țesuturilor moi, septicemie Leucocitoză, chemotaxie afectată a neutrofilelor și macrofagelor Tabelul - Unele imunodeficiențe primare ale limfocitelor T Starea de imunodeficiență Principalii factori patogenetici Tabloul clinic Aplazia congenitală a timusului (sindrom DiGeorge, imunodeficiență cu hipoparatiroidism) Tipul de moștenire este necunoscut Încălcarea dezvoltării embrionare (formarea incorectă a organelor care provin din pungile faringiene III și IV) înainte de săptămâni de gestație Timusul este redus sau complet absent, localizarea sa anormală Infecție cronică de etiologie virală, bacteriană, micotică și parazitară; hipoparatiroidism (hipocalcemie); malformații ale structurii faciale (urechi joase, gură ca de pește, hipertelorism, crestătură a tuberculului urechii, micrognotie); defecte cardiace, arcade aortice Zhigishyu" vv Sfârșitul mesei - Starea de imunodeficiență Principalii factori patogenetici Tabloul clinic Candidoza cronică a pielii și mucoaselor Tip de moștenire necunoscut Deficiența selectivă a răspunsului celulelor T la antigenele Candida Infecția mucoaselor gurii, organelor genitale, pielii feței, scalpului, trunchiului, extremităților, unghiilor, pliurilor unghiilor cu ciuperci din genul Candida Afdul devine asemănător cu leucoplazia plată sau erozivă Limba se îngroașă, devine scrotală se formează macroheilita În colțurile gurii apar crăpături, acoperite cu plăci cu infiltrare Opțiunea I - boala începe cu o infecție cronică cu candidoză Varianta II - boala incepe cu endocrinopatie idiopatica (hipoparatiroidism, hipocalcemie, tetanie, boala Addison, diabet zaharat, anemie pernicioasa), iar infectia se alatura mai tarziu Tabelul - , Diagnosticul diferențial al limfooitelor T cu imunodeficiență primară Starea de imunodeficiență Rezultatele examenului imunologic Diagnostic diferențial semne distinctive ale bolii Aplazia congenitală a timusului (sindromul DiGeorge, imunodeficiența cu hipoparatiroidism) Numărul de limfocite este redus semnificativ, limfocitele T sunt reduse brusc sau celulele T sunt absente, reacția de transformare blastică a limfocitelor la fitohemaglutinină este redusă, acțiunea fitohemagglutinică la celulele alogene este redus, numărul de limfocite B și formarea de anticorpi sunt normale sau reduse, calciul seric este redus brusc, fosforul seric este crescut, activitatea natural killer este normală Defecte cardiace congenitale severe Fără imunodeficiență a celulelor T, hipocalcemie tranzitorie Deficiență imunologică combinată severă Cu aceleași modificări ale imunității celulelor T, hipocalcemia, malformațiile congenitale ale feței și inimii nu sunt caracteristice Sindromul alcoolic fetal Candidoza cronică a pielii și mucoaselor Numărul de limfocite T este normal, reacția de transformare blastică a limfocitelor în fitohemaglutinină este normală, reacția la limfocite și antigene alogene este normală (cu excepția antigenelor Candida) Hipersensibilitatea de tip întârziat la Candida este redusă sau absentă, formarea antigenelor MIF hd de Candida este redusă, numărul de limfocite Tc este redus, limfocitele B sunt normale, uneori IgA este redusă sau absentă, chimiotaxia neutrofilelor este redusă, macrofage defect, concentrația de calciu seric este redusă brusc, fosforul este crescut, hormonii paratiroidieni sunt redusi Sindromul DiGeorge Se dezvoltă la o vârstă fragedă, spre deosebire de candidoza cronică a pielii și a mucoaselor, care are o evoluție progresivă progresivă Alte leziuni micotice ale pielii (tricofitoză cronică, micoză datorată Trichophyton rubrum) Se determină alți agenți patogeni Lupus eritematos sistemic Determinarea indicatorilor specifici (celule LE, factor antinuclear, anticorpi la ADN nativ etc ) Acrodermatita enteropatică Însoțită de blefarospasm și fotofobie, tulburări ale scaunului (steatoree) În sânge - deficit de zinc Dispariția rapidă a simptomelor la primirea preparatelor cu zinc Sindromul Jadasson-Lewandowski {keratoză multiformă) Natura ereditară a bolii, istoric familial IMUNOLOGIE DE LABORATOR Tulburări ale imunității umorale înnăscute Insuficiența sistemului de complement este exprimată în defecte ale sistemelor proteice care controlează efectorul, o încălcare a opsonizării fagocitozei și distrugerea microorganismelor sunt caracteristice Tabloul clinic al defectelor complementului este bolile imunocomplexe, hipersensibilitatea organismului la infecțiile purulente, precum și o predispoziție specială la infecții cauzate de două tipuri de Neisseria (N gonorrJioeae și N meningttidis) Cele mai grave consecințe sunt încălcarea funcției complementului (asociată cu insuficiența inhibitorului C al componentei complementului), se dezvoltă angioedem ereditar (Tabelele - ) Tabelul - Unele defecte ereditare ale proteinelor sistemului complement Starea de imunodeficiență Principalii factori patogenetici Tabloul clinic Rezultatele examenului imunologic Deficiența componentei complementului C q, g, s, componentelor complementului C și C Tip de moștenire autosomal recesiv Capacitate afectată de eliminare a complexelor imune Leziuni ale pielii ca în lupusul eritematos sistemic, vasculite, dermatomiozită, polimiosigmie, glomerulonefrită, infecții purulente recurente Cantitatea de complement cu % hemoliză este normală sau redusă, cantitatea de componente individuale Insuficiența componentei complement SZ Tip de moștenire autosomal recesiv Încălcarea căilor alternative și clasice de activare a complementului, opsonizare și fagocitoză Infecțiile purulente recurente sunt reduse sau absente, cantitatea de inhibitor C este normală Deficiența componentelor complementului C -C Tip de moștenire autosomal recesiv Defect genetic în complexul de atac membranar al componentelor complementului Infecție recurentă cauzată de agenți patogeni din familia Neisseria Deficiența componentei complementului a factorului H (moștenire autozomal recesiv) factor D (moștenire autozomal dominant și autozomal recesiv), deficit de properdină (tip de moștenire X-linked) Încălcarea căii alternative de activare a complementului Infecții purulente recurente, infecții meningococice și gonococice, septicemie Insuficiența inhibitorului C Activarea componentelor C și C ale complementului, ducând la formarea de kinine și creșterea permeabilității vasculare Angioedem - limitat în zonă, dens, fără asociere cu urticarie, deosebit de periculos când este localizat pe membrana mucoasă a tractului respirator superior Opțiune I - cantitatea de inhibitor C este redusă, activitatea sa funcțională este normală; Opțiunea II - cantitatea de inhibitor C este normală, activitatea sa funcțională este redusă Tulburări adaptative ale imunității umorale Insuficiența imunității umorale reprezintă aproximativ % din toate imunodeficiențele primare și se caracterizează prin producerea de anticorpi afectată Manifestările clinice ale imunodeficiențelor celulelor B sunt notate din a doua IMUNOLOGIE DE LABORATOR jumătate din primul an de viață, când IgG transplacentară a mamei este pierdută Pacienții cu un defect general al funcției celulelor B sunt susceptibili la infecții piogene recurente (Tabelele - și - ) și necesită terapie de substituție pe tot parcursul vieții cu preparate intravenoase de imunoglobuline care conțin anticorpi, care se efectuează atât la o doză de saturație, cât și într-un regim de imunoterapie de întreţinere Stări de imunodeficiență combinată (celule B și T) Insuficiența combinată a imunității umorale și celulare reprezintă - % din toate imunodeficiențele primare Defectele de funcționare a celulelor T pot fi cauza dezvoltării unui grup de boli, numite colectiv "Imunodeficiențe grave combinate" Participarea cu mai multe fațete a limfocitelor T într-un răspuns specific le face componenta principală a întregului sistem imunitar De aceea, înfrângerea celulelor T duce la forme deosebit de severe de imunodeficiență, în care sistemul imunitar nu este capabil să formeze o protecție specifică adecvată împotriva multor agenți infecțioși Pacienții cu imunodeficiență combinată mor de obicei în primii doi ani de viață În tabel - și - date sistematizate privind patogeneza, clinica, diagnosticul și diagnosticul diferențial al imunodeficiențelor combinate Tabelul - Tulburări primare de maturare și funcții ale limfocitelor B Starea de imunodeficiență Factori patogenetici Manifestări clinice a(hipo)amaglobulinemie legată de X (boala lui Bruton) Tip de moștenire X-linked Blocarea diferențierii limfocitelor preB datorită mutației genei pentru tirozin kinaza Infecții bacteriene recurente (otita medie, bronșită, pneumonie, meningită, conjunctivită cronică, dermatită), boli ale gingiilor, sindrom de malabsorbție dezvoltarea HRT Până la vârsta de - luni, boala nu se manifestă Imunodeficiență variabilă comună Tip de moștenire autosomal recesiv, autosomal dominant Blocarea diferențierii limfocitelor B în plasmocite din cauza defecte genetice Infecții recurente ale sinusurilor, plămânilor, conjunctivite bacteriene, sindrom de malabsorbție, giardioză, colelitiază, boli autoimune Imunodeficiență cu hiperimunoglobulinemie M Tip de moștenire X-linked și autosomal recesiv Deficiența genei care codifică molecula CD L pe limfocite T Infecții bacteriene recurente cauzate de microorganisme capsulare Caracterizat prin hiperplazia amigdalelor palatine și a ganglionilor limfatici periferici, hepato-splenomegalie, întârziere în dezvoltarea fizică, artrită, agranulocitoză Deficit selectiv de IdA Tip de moștenire diferit Blocarea diferențierii limfocitelor B mature în plasmocite producătoare de IgA datorită scăderii costimularii de la limfocitele T și micromediul celular, precum și deficiența de TG-F[ și IL , care contribuie la producerea de IgA Infecții recurente ale mucoaselor, otită cronică, bronho-pneumonie, boli ale tractului gastrointestinal (enterită, colită ulceroasă), boli autoimune (artrita reumatoidă, lupus eritematos sistemic, tiroidită, boli pernicioase, anemie) , boli oncologice (timom, sarcom reticulocelular, carcinom cu celule scuamoase ale esofagului și plămânilor) Deficiența selectivă a subclaselor de IgG Tip de moștenire necunoscut Depistarea genelor responsabile pentru partea constantă a lanțurilor grele Id Infecții recurente ale tractului respirator, infecții piogene recurente ale sinusurilor și plămânilor, boli autoimune Hipoamoglobulinemie tranzitorie ■ la copiii mici Tip de moștenire necunoscut Diferențierea întârziată a limfocitelor B în plasmocite atunci când este afectată Infecții bacteriene recurente Tabelul - Diagnosticul diferențial al tulburărilor congenitale ale imunității umorale adaptative Imunodeficiență soia, yanye Rezultatele cercetării imunologice Diagnosticare diferențială semne distinctive ale bolii Gammaglobulinemie (hipo) legată de biozomi X-hr (boala Bruton) Scăderea nivelului total de imunoglobuline din serul sanguin (până la g/l) și toate clasele Id, răspunsul primar și secundar redus la stimularea antigenică și nivelul de anticorpi normali, B- nu există limfocite Hipo-gamaglobulinemie fiziologică prelungită În studiul în dinamică, nivelul imunoglobulinelor crește Enteropatia cu pierdere de proteine Cu biopsie intestinală în intestin și alte țesuturi limfoide, se determină numărul normal de limfocite B și imunoglobuline intracelulare Artrita reumatoidă juvenilă Niveluri crescute de imunoglobuline Imunodeficiență variabilă comună Nivelul imunoglobulinei totale sub g/l, nivelul IgG sub , g/l, IgA și IgM reduse la g/l sau urme, anticorpi normali redusi, izohemaglutinine absente sau reduse brusc, capacitatea redusă de a produce anticorpi specifici imunizare, numărul de limfocite B este redus sau normal, hipersensibilitatea de tip întârziat este redusă sau absentă, reacția de transformare blastică a limfocitelor la fitohemaglutinină este redusă, numărul de limfocite T este redus, producția de IL in vitro - , IL- , IL- Raportul CD /CD este redus, activitatea natural killer este normală a(hipo)gamaglobulinemie legată de X Nu există celule plasmatice care conțin imunoglobuline în tractul intestinal și ganglionii limfatici periferici, numărul de limfocite B este brusc redus Enteropatie cu pierdere de proteine Fără deficit de albumină, număr normal de limfocite B Diagnosticul este dificil dacă enteropatia este însoțită de o scădere a celulelor limfoide intestinale (de obicei sunt în număr normal) Boli autoimune Nivelurile de imunoglobuline sunt normale sau crescute Boală pulmonară cronică nespecifică Test pentru fibroză chistică, alergii cronice, deficit de a -antitripsină Infecția cu HIV Efectuați diagnosticul de laborator al infecției cu VHC Imunodeficiență cu hiperimunoglobulinemie M Nivelul IgM crescut la , g/l, niveluri puternic reduse de IgG și IgA, există un răspuns la imunizarea specifică, titrurile de izohemaglutinină sunt reduse, imunitatea celulelor T în nas - - IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Starea de imunodeficiență Rezultatele examenului imunologic Diagnostic diferențial semne distinctive ale bolii Deficiența selectivă de IgA Cantitatea de IgA este redusă ( nou-născuți; ❖ pubertate; neinfectioase: - malnutriție (deficit de proteine, vitamine și microelemente); - boli cronice netransmisibile; - neoplasme maligne; - boală autoimună; - intoxicație (endogenă și exogenă); - tulburări metabolice, deficiență a aportului de energie-plastic și încălcarea proceselor de reglementare (obezitate, cașexie, diabet zaharat, tireotoxicoză); - efecte de stres (accidente, operații, traumatisme psihice, suprasolicitare sportivă etc ); - expunerea la medicamente (imunosupresoare, glucocorticoizi, antidepresive, chimioterapie); - boala arsurilor: - sângerare; - probleme ecologice (impactul factorilor negativi de mediu - radiații, xenobiotice) Imunodeficiențele secundare sunt împărțite în funcție de severitate: • compensat (cu susceptibilitate crescută la agenți infecțioși); • subcompensate (cu tendinta la procese infectioase cronice); • decompensate (se produce o dezvoltare a infectiilor generalizate induse de flora oportunista si neoplasme maligne) Sindromul infecțios în "forma sa pură" se găsește în % din cazurile de imunodeficiență secundară Istoricul infecțiilor se concentrează pe determinarea pacientului: • infectii virale si bacteriene persistente recurente ale tractului respirator superior, tractului respirator si urogenital, tractului gastrointestinal; • infectii virale persistente; • infectii bacteriene intracelulare; IMUNOLOGIE DE LABORATOR • infectii micotice; • infecții piogene cu încăpățânare recurente ale pielii, grăsimii subcutanate și alte localizări; • forme generalizate sau severe de infecții virale sau bacteriene; • tulburări ale microbiocenozei mucoaselor deschise și închise Examinarea clinică și de laborator a pacienților ajută la evaluarea caracteristicilor cantitative și calitative care reflectă starea sistemului imunitar, la identificarea imunodeficienței și la determinarea severității tulburărilor sistemului imunitar Cu toate acestea, diagnosticul final se bazează în primul rând pe manifestările clinice Alegerea tratamentului și prognosticul eficacității acestuia depind de o abordare integrată a unei astfel de patologii precum imunodeficiența SISTEMUL IMMUN ȘI INFLAMAȚIA În clinica de boli infecțioase, examinările imunologice ale pacienților sunt utilizate în principal în scopul: • diagnosticul unei boli infecțioase; • prezicerea naturii cursului și a rezultatului bolii; • identificarea pacienţilor cu risc crescut de a dezvolta boli infecţioase; • evaluarea eficacităţii terapiei Cu o evoluție favorabilă a bolii, la pacienți se formează imunitatea protectoare Dinamica producției sale și rolul factorilor de apărare imună în diferite infecții (și chiar în diferite stadii ale bolii) diferă semnificativ De aceea, schemele și volumul examinării imunologice ale pacienților cu diferite infecții ar trebui să fie diferite ANTIGEN-FACTORI NESPECIFICI DE PROTECȚIE IMUNĂ Factorii de apărare imună nespecifici antigenului sunt reprezentați de celulele țesuturilor de graniță (piele, mucoase ale tractului respirator, tractului digestiv și urogenital), celule rezidente ale diferitelor organe și țesuturi, endoteliocite, precum și celule sanguine, diferite ape circulante și secretate -molecule solubile Caracteristicile principalilor factori nespecifici antigen congenital ai apărării imune sunt prezentate în tabel - Tabelul - Factori de imunitate nespecifici antigen în apărarea antiinfecțioasă Componentele sistemului imunitar Activitate imunobiologică Celulele țesuturilor de graniță (epiteliul membranelor mucoase, keratocite etc ) Un obstacol în calea pătrunderii agenților infecțioși în organism; producerea de mucus, substanțe microbiotice și microbicide; transferul de antigene la membranele submucoase ale intestinului și tractului respirator; transportul IgA și IdM din membranele submucoase în lumenul tractului respirator și al intestinelor, în secreția glandelor mucoase, salivare și mamare; prezentând antigene limfocitelor într-o formă puternic imunitară Celulele dendritice ale țesuturilor și organelor limfoide Captează și omoară infecția; procesarea enzimatică, transportul și prezentarea antigenelor la limfocite; depunerea antigenului; inițierea unui răspuns imun primar; reglarea răspunsului imun celular și/sau umoral Mastocitele Inițierea, menținerea și reglarea proceselor inflamatorii (în special alergice) și reparatorii; exocitoză; producerea de citokine și alți mediatori inflamatori IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Componentele sistemului imunitar Activitate imunobiologică Celule ale diferitelor țesuturi și organe Producția de citokine și antigen umoral-factori nespecifici de protecție imună (proteine ale sistemului complement și proteine de fază acută, lizozimă etc ); îndepărtarea antigenelor din circulația în organism; repararea daunelor; prezentarea antigenului la limfocitele Tc Proteinele sistemului complement Citoliza, opsonizarea; efecte anafilactice și chemotactice; reglarea inflamației și a răspunsului imun; eliminarea complexelor imune din circulația în sânge Proteina C reactivă Activarea complementului, opsonizarea; interacțiunea cu derivații de fosforilcolină ai polizaharidelor și eliminarea lor din sânge Leucocite neutrofile Fagocitoza infectiilor extracelulare; exocitoză; implicat în inflamația acută Leucocite bazofile Exocitoză; menținerea și reglarea inflamației (în special alergice) Leucocite eozinofile Activitate antiparazitară și antitumorală fagocitară și exocitară; participarea la inflamația alergică; rezolvarea inflamației Monocite Fagocitoza celulelor somatice infectate; captarea, prelucrarea și prezentarea antigenelor la limfocite; inițierea unui răspuns imun specific antigenului; producerea de citokine și alți mediatori ai inflamației și răspunsului imun; formarea de granuloame; îndepărtarea complexelor imune circulante: repararea daunelor Celule NK (celule natural killer) Citotoxicitate celulară dependentă de anticorpi; producerea de citokine Eritrocite Absorbția antigenelor circulante și îndepărtarea acestora și a complexelor imune circulante din sânge Trombocite Scăderea fluxului sanguin și accelerarea coagulării sângelui în focarele inflamatorii, reglarea inflamației și repararea; eliminarea complexelor imune circulante Țesuturile de graniță intacte reprezintă o barieră de încredere în calea pătrunderii infecțiilor în organism În stratul de epiteliu al membranelor mucoase ale tractului respirator și GI CT, s-au găsit celule M (din engleză, micrqfbld - microbeaters), capabile să capteze antigene solubile în apă, viruși și bacterii din mucusul intestinului sau tractului respirator și transferându-le neschimbate în submucoasa Celulele M din partea laterală a membranelor submucoase exprimă antigene transportabile pe membrană și asigură interacțiunea cu acestea pentru celulele dendritice și macrofagele submucoase La rândul lor, acestea din urmă nu numai că captează antigene și microorganisme străine, dar le și ucid, le supun clivajului enzimatic la oligopeptide, formează complexe de peptide cu proteine intracelulare și prezintă complexele limfocitelor într-o formă foarte imunogenă Când antigenele intră pentru prima dată în organism, celulele dendritice captează și ucid agenții infecțioși Captarea antigenului stimulează diferențierea celulelor dendritice și migrarea acestora de la țesuturile de graniță cu fluxul limfatic către cei mai apropiați ganglioni limfatici Astfel, celulele dendritice efectuează nu numai procesarea intracelulară a antigenelor, ci și livrarea acestora din țesutul de graniță către organele limfoide În timpul răspunsului imun primar în organele limfoide, celulele dendritice prezintă fragmente cu greutate moleculară mică ale antigenului procesat în asociere cu proteinele HLA clasa II la limfocitele T și B naive specifice antigenului, inițiind un răspuns imun specific antigenului Pătrunderea microorganismelor prin țesuturile de frontieră activează celulele rezidente, care sunt incluse în procesul inflamator local și produc substanțe chemotactice, citokine, eicosanoide și alți mediatori inflamatori, declanșând o cascadă de reacții inflamatorii IMUNOLOGIE DE LABORATOR În stadiile incipiente ale dezvoltării inflamației, factorii umorali nespecifici antigenului interacționează cu agenții infecțioși și produsele lor metabolice Subcomponentele formate în timpul activării sistemului complement servesc ca efectori și reglatori endogeni importanți ai sistemului imunitar Fragmentele moleculelor proteinelor sistemului complement sunt opsonine endogene care sporesc captarea și finalizarea fagocitozei Subcomponentele complementare Cls, C a, C a și C a sunt capabile să activeze mastocitele și bazofilele, provocând degranularea acestora, activarea sintezei și secreția de mediatori ai inflamației alergice Subcomponentele C a și C a provoacă contracția mușchilor netezi și cresc permeabilitatea peretelui vascular, ceea ce le permite să fie numite anafilotoxine Toate celulele sanguine, într-o măsură sau alta, sunt implicate în protecția împotriva străinilor ca factori efectori ai răspunsurilor imune Sistemul fagocitar al sângelui este reprezentat de granulocite și monocite Dintre granulocite, activitatea fagocitară este deosebit de pronunțată în leucocitele neutrofile și eozinofile Neutrofilele sunt capabile să capteze, să omoare și să digere o varietate de agenți infecțioși cu reproducere extracelulară Uciderea microorganismelor capturate de granulocite și monocite se realizează datorită acțiunii directe asupra acestora a radicalilor de oxigen și a unei varietăți de dezinfectanți formați în fagocite la pH acid și în prezența halogenilor de clor și iod cu participarea mieloperoxidazei (acid hipocloros) , acid periodic, cloramină etc ) Granulocitele se caracterizează și prin activitate exocitară, în urma căreia leucocitele secretă conținutul granulelor intracelulare către celula microbiană și alte obiecte Granulele lor conțin o varietate de produse antimicrobiene și enzime hidrolitice active, precum și histamină (bazofile), citokine și alți mediatori inflamatori Capacitatea bazofilelor de a produce și elibera histamina în timpul degranulării, precum și prezența receptorilor IgE în ele, face bazofile precum și mastocite, cei mai importanți participanți la inflamația alergică Monocitele determină rezultatul inflamației cronice și eliberează organismul de microorganismele parazite intracelulare Spre deosebire de leucocitele polimorfonucleare, monocitele fagocitează celulele somatice infectate cu microbi, întrerupând înmulțirea infecțiilor intracelulare De exemplu, în cazul infecției cu chlamydia, prima reacție a sistemului imunitar la locul introducerii agentului patogen se datorează leucocitelor neutrofile, iar în cazul infecției cronice, agentul patogen este distrus de monocite care fagocitează celulele infectate Lipsa activității fagocitare a monocitelor este cauza principală a evoluției cronice a infecțiilor cu chlamydia În infecțiile virale, rolul decisiv în distrugerea celulelor infectate cu virus revine și monocitelor În infecțiile cronice granulomatoase, monocitele din sânge din organele infectate se diferențiază în celule epitelioide multinucleate care formează granuloame în jurul agentului patogen Granulomul limitează reproducerea agentului patogen, îl menține într-un singur loc și previne diseminarea infecției în organism Încălcarea capacității monocitelor de a forma un granulom (în special, cu infecția cu HIV) face pacientul fără apărare împotriva infecțiilor micobacteriene Un număr total crescut de leucocite neutrofile, apariția unor forme tinere ale acestor celule în sânge indică un proces inflamator acut Detectarea neutrofilelor cu granularitate toxică sau a celulelor alterate patologic în sângele pacienților indică schimbări grave și chiar eșecul acestui important mecanism de apărare imunitară O creștere a conținutului de monocite din sânge poate fi asociată cu un virus sau altul IMUNOLOGIE DE LABORATOR o infecție frecventă cauzată de paraziți intracelulari și poate indica un proces patologic cronic Pentru diagnosticarea bolilor congenitale ale sistemului fagocitar (de exemplu, boala granulomatosă cronică) sau pentru prezicerea cursului infecțiilor purulente, se consideră informativ studierea activității mieloperoxidazei fagocitelor - un test cu granule de tetrazoliu nitroblue (test NBT) Activitatea sistemului fagocitar al sângelui depinde de capacitatea serului sanguin al pacientului de a opsoniza sau, dimpotrivă, de a inhiba fagocitoza Acumularea de eozinofile în sânge poate fi rezultatul patologiei alergice, helmintiazelor, cancerului, bolilor autoimune, imunodeficiențelor congenitale etc Factorii antigen nespecifici ai protecției imune includ celulele NK din sânge Principalele ținte pentru acestea sunt celulele infectate cu virusuri, celulele tumorale, celulele cu microbi care se înmulțesc intracelular În astfel de celule țintă, expresia este suprimată și configurația spațială a antigenelor HLA asociate membranei (antigene de transplant) este modificată, ceea ce activează celulele NK împotriva lor Participarea celulelor NK la protecția împotriva infecției este deosebit de semnificativă în primele zile ale bolii, când pacientul nu a format încă răspunsuri imune specifice antigenului Pentru a evalua funcția celulelor NK, au fost dezvoltate teste speciale numite reacții de citoliză celulară dependente de anticorpi În această reacție, moartea citolitică a celulelor țintă este efectuată de celulele NK, precum și de monocite, eozinofile și neutrofile care participă la reacție, purtând Fc-R la IgG FACTORI DE IMUNITATE SPECIFICI DE ANTIGEN Factorii imunitari specifici antihsp recunosc și rețin structura moleculară a antigenelor străine și, din acest motiv, recunosc antigenul la contactul repetat cu acesta Componentele antigen-specifice ale sistemului imunitar - limfocitele T și B și anticorpii Ele asigură formarea imunității dobândite la agenții infecțioși Dintre toate celulele sistemului imunitar, numai limfocitele sunt capabile să recunoască antigenul, să interacționeze cu acesta și să asigure formarea memoriei imunologice Activarea antigenică a limfocitelor implică interacțiunea obligatorie a mai multor celule de diferite tipuri - prezentatoare de antigen (celule A), limfocite T și B În răspunsul imun primar, celulele dendritice acționează ca celule A, interacțiunea eficientă a celulelor imunocompetente are loc numai în organele limfoide secundare (ganglioni limfatici, splină, amigdale, plasturi Peyer etc ), limfocitele T și B naive participă la răspunsul primar, anterior nu a avut contact cu antigenul și, prin urmare, foarte solicitant cu privire la condițiile în care prezentarea antigenului și răspunsul la acesta Ca rezultat al interacțiunii cu antigenele și al proliferării limfocitelor naive ale clonei corespunzătoare, se acumulează limfocitele imune, care sunt apoi distribuite în tot organismul În timpul imunizării repetate, ei pot interacționa și răspunde la antigen nu numai în organele limfoide secundare, ci și în orice alte organe și țesuturi De fiecare dată, o mare parte din celulele clonei proliferative de limfocite mor după un timp prin apoptoză, dar unele dintre ele se pot diferenția în limfocite mici (celule - purtători ai memoriei imunologice), care pot rămâne în organism câțiva ani fără Divizia Toată imunizarea ulterioară stimulează diferențierea și diviziunea rapidă a limfocitelor specifice antigenului imun corespunzătoare și menține menținerea unei clone reactive la antigen în corpul limfocitelor imune (Tabelele - ) Imunitatea dobândită persistă atâta timp cât există un conținut crescut de limfocite T și B mici ale clonei reactive la antigen IMUNOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Activitatea imunobiologică a componentelor antigenului specific ale sistemului imunitar (factori de apărare imună dobândiți) Componentele sistemului imunitar Activitate imunobiologică Limfocite: Celulele T CD * Activitate citotoxică împotriva celulelor țintă specifice antigenului (infectate cu virus, celule tumorale, celule de transplant, paraziți, cu antigene străine de suprafață) Celulele T CD + Contactul și reglarea mediată de citokine a funcțiilor celulelor sistemului imunitar implicate în inflamație și răspunsul imun celular și/sau umoral specific antigenului Celule CD \CD +, CD T B Celule plasmatice progenitoare secretoare de anticorpi: producția de citokine: endocitoză, procesare și prezentarea antigenului la limfocitele Th, în special în răspunsul imun secundar Id diferite clase și subclase Neutralizarea și îndepărtarea antigenului, agregarea antigenelor solubile în apă și corpusculare, opsonizarea, inițierea citolizei dependente de C și NK, inițierea inflamației alergice (IgE), reglarea răspunsului imun Populația de limfocite T este extrem de eterogenă Există limfocite CD -Th- și SP -Tc Limfocitele Ts au receptori pentru antigene Interacțiunea cu acestea activează limfocitele T și stimulează proliferarea și diferențierea acestora Limfocitele Ts activate, precum celulele NK, secretă către celulă cu perforină și antigen granzimatic, în urma cărora se formează găuri în celula țintă sau se activează un program de sinucidere a acestora (apoptoză) Este nevoie de un anumit timp pentru acumularea de limfocite Ts în organism, astfel încât acestea sunt incluse în procesul de distrugere a celulelor infectate mai târziu decât celulele NK sau alți factori antigen nespecifici ai apărării imune Aceste celule sunt cele care oferă un răspuns imun foarte specific al limfocitelor T în răspunsul imun secundar Limfocitele T, prin interacțiunea directă cu celulele suport și alte limfocite, precum și prin citokinele pe care le produc, controlează răspunsul imun Populația de limfocite T CD + este, de asemenea, foarte eterogenă În funcție de seturile de citokine pe care le produc, limfocitele Th sunt împărțite în subpopulații de celule ThO, Thl, Th și Thl (Trl) și limfocite Th Diferențierea ThO într-un alt tip de celule Th depinde de multe condiții: proprietățile celulelor care prezintă antigenul limfocitelor Th; raportul dintre celulele A și celulele Th prezentatoare de antigen; cantitatea de antigen de pe suprafața celulelor A; un set de citokine care acționează asupra celulei Th; natura semnalelor costimulatoare transmise celulelor Th; celulele micromediului în timpul interacțiunii celulelor A și limfocitelor Th Activarea antigenică a limfocitelor B duce la proliferarea și diferențierea acestora în celule plasmatice sau limfocite B cu memorie mică Celulele plasmatice trăiesc - săptămâni O celulă plasmatică poate produce oricare, cu excepția unei singure clase de imunoglobuline O excepție este etapa inițială de diferențiere a limfocitelor B naive în celule plasmatice, când celulele sintetizează mai întâi IgM și apoi trec la sinteza IgG De ceva timp, astfel de celule plasmatice pot sintetiza simultan anticorpi împotriva aceluiași antigen, dar din clasele IgM și IgG Alegerea clasei de imunoglobuline pe care le va produce plasmocitele este determinată de limfocitele Th care secretă diverse citokine imunoreglatoare Aceste citokine acționează asupra limfocitelor B, activând în ele genele care controlează sinteza unei anumite clase de imunoglobuline IMUNOLOGIE DE LABORATOR În bolile infecțioase, anticorpii care se acumulează în sânge au activități imunobiologice multiple (Tabelele - ) Anticorpii, atunci când interacționează cu toxine microbiene sau cu alte antigene-toxine, sunt capabili să neutralizeze toxicitatea acestora, precum și să neutralizeze alți factori de patogenitate ai bacteriilor și virușilor Interacționând cu antigenele străine, anticorpii sunt capabili să formeze complexe imune multimoleculare din antigen și anticorpi, care sunt eliminați rapid din circulație Tabelul - Participarea anticorpilor la imunitatea antiinfecțioasă Clasa Id Mecanisme de protecție Agenți infecțioși Virusuri de opsonizare IgG, IgM, microorganisme fungi Virusuri de neutralizare IgG, IgM, lgA*C IgA Inhibarea adeziunii Microorganisme, ciuperci IgG, IgM'C Cytolysis Virusuri, microorganisme, paraziți IgG Neutralizarea toxinelor Microorganisme, ciuperci IgG Inhibarea activității enzimatice Viruși, microorganisme IgG, IgA Citoliza celulară dependentă de anticorpi Viruși, ciuperci, paraziți igE Activarea mastocitelor Paraziti IgA IgG Acţiune microbostatică Microorganisme, micoplasme CARACTERISTICI ALE IUNII DE PROTECȚIE ÎN UNELE INFECȚII În funcție de proprietățile agentului patogen, de numărul de microorganisme, de capacitatea acestora de a se înmulți și de a rezista mecanismelor imunității antiinfecțioase, rezultatul bolii determină, în primul rând, activitatea factorilor efectori ai apărării imune, care joacă un rol decisiv în această infecție Astfel, distrugerea agenților patogeni ai infecțiilor purulente, agenți patogeni care se reproduc extracelular, este efectuată în principal de leucocite polimorfonucleare neutrofile (Tabelele - ) Leucocitele neutrofile joacă un rol critic în distrugerea majorității microorganismelor capsulare Polizaharidele capsule, la rândul lor, inhibă activitatea fagocitară a micro- și macrofagelor și, astfel, permit microbilor patogeni să evite fagocitoza și moartea în organismul gazdă Anticorpii împotriva acestora pot neutraliza activitatea de inhibare a fagocitozei a polizaharidelor capsulare Cu toate acestea, diversitatea excepțională a structurii polizaharidelor capsulare, chiar și la microorganismele aceleiași specii, face dificilă protecția anticorpilor de macroorganism de diferite serotipuri ale agentului patogen De aceea activitatea leucocitelor neutrofile și a factorilor opsonizanți serici (anticorpi, complement, proteină C reactivă etc ) determină o protecție eficientă împotriva înmulțirii infecțiilor extracelulare Tabelul - Factori imunitari care joacă un rol decisiv în evoluția bolilor infecțioase Factori Exemple de infecţii Granulocite Stafilococice, streptococice, pneumococice, infecții meningococice, gonoree Monocite, anticorpi și opsonine Chlamydia, rickettzioză, infecție cu micoplasmă Anticorpi de toxicoinfecție (anaerobi, difterie, holeră) Monocite, anticorpi, limfocite T, celule NK Candidoză, syrilis, salmoneloză, listerioză, infecții virale Monocite, limfocite T Tuberculoză, lepră, coccidioidomicoză IMUNOLOGIE DE LABORATOR Agenții cauzali ai grupului de agenți patogeni extracelulari inhibă fagocitoza folosind o varietate de mecanisme, chiar și atunci când microorganismele sunt capturate de fagocite, ele rezistă acțiunii factorilor microbicizi ai leucocitelor Astfel, proteina M de suprafață și A-streptolizinele O și S produse de streptococi inhibă activitatea fagocitară a leucocitelor, iar tulpinile de streptococi lipsite de proteina M sunt caracterizate prin virulență scăzută Unele exotoxine stafilococice prezintă proprietățile superantigenelor, ele pot activa - % din limfocitele Th ale pacientului O astfel de activare oligoclonală a limfocitelor Th duce la hiperproducția de citokine și la hiperactivarea ulterioară a monocitelor, care este exprimată clinic prin complexe de simptome de șoc toxic Anticorpii și alte opsonine joacă un rol important în protecția împotriva agenților patogeni extracelulari În infecțiile neisseriale, anticorpii la proteinele de suprafață și polizaharidele capsulare asigură moartea microorganismelor mediată de complement Pentru un rezultat favorabil al pneumoniei, bronșitei și infecțiilor diseminate cauzate de Haemophilus influenzae, anticorpii împotriva capsulelor polizaharide sunt în mare măsură responsabili Sensibilitatea la infecție este invers corelată cu nivelul de anticorpi bactericizi Defectele ereditare în sinteza lgG creează condițiile pentru apariția infecțiilor cronice ale tractului respirator Multe microorganisme patogene (Neisseria, Haemophilus influenzae), pentru a reduce activitatea antibacteriană a anticorpilor, produc proteaze care scindează moleculele de IgA Pseudomonas produce elasgasa, care inactivează C a și C a, reducând inflamația locală Un rol important în reglarea activității funcționale a celulelor țesutului de graniță și a leucocitelor din sânge neutrofile îl au limfocitele Thl producătoare de IL- Incompetența CD + Th poate contribui la sensibilitatea ridicată a pacienților la agenții infecțioși și la evoluția cronică a bolii Astfel, în infecțiile piogene și alte infecții cauzate de agenți patogeni paraziți extracelulari, prognosticul dezvoltării bolii și rezultatul acesteia sunt determinate de activitatea leucocitelor neutrofile, nivelul de anticorpi antimicrobieni și complement și alte opsonine serice În aceste cazuri, este indicat să se investigheze factorii de mai sus de protecție imunitară Al doilea grup de infecții sunt rickettsioza, chlamydia, legioneloza, micoplasmoza Agenții cauzali ai acestor infecții se înmulțesc intracelular și, acționând sub diferite forme de la celulele infectate în mediu, infectează celule noi Când sunt infectate, leucocitele neutrofile protejează împotriva infecției la locurile de introducere a agentului patogen Cu toate acestea, cu insuficiența sa, agentul patogen se răspândește și se acumulează în celulele somatice Distrugerea celulelor infectate și a agenților patogeni din ele este efectuată în principal de macrofagele circulante și tisulare Agenții patogeni prinși în macrofage tind să supraviețuiască prin inhibarea formării fagolizozomilor (rickettsia, chlamydia) și producția de superoxid (chlamydia) în fagocite Odată cu eșecul sistemului macrofag, agenții patogeni ai acestui grup de infecții se înmulțesc în fagocite Toate acestea duc la dezvoltarea unui proces infecțios cronic Superantigenele T microbiene sunt capabile să se fixeze pe suprafața celulelor auxiliare cu ajutorul proteinelor HLA de clasa II și să interacționeze simultan cu lanțul p-polipeptidic al receptorilor de limfocite Th care recunosc antigenul Interacțiunea limfocitelor Th cu superantigenele T este nespecifică pentru angigen; - % din clonele de celule Th pot reacționa cu fiecare superantigen T Consecința unei astfel de activări este o producție crescută de citokine Th în organism, care, la rândul lor, provoacă hiperactivare cu acumularea de citokine proinflamatorii la pacienți Din punct de vedere clinic, asta este IMUNOLOGIE DE LABORATOR dar sindromul de șoc toxic Activarea oligoclonală a limfocitelor Th poate duce la dezvoltarea proceselor autoimune (sindromul Reiter) sau la moartea apoptotică a limfocitelor activate Proprietățile superantigenelor celulelor T sunt posedate nu numai de proteinele micoplasmelor, chlamydia și Yersinia dar și exotoxine pirogene ale streptococilor și stafilococilor, precum și virusul rabiei și Epstein-Barr, citomegalovirusul Unele proteine microbiene sunt capabile să interacționeze cu imunoglobulinele umane (dar nu și cu locul activ al anticorpilor) Astfel de proteine au fost numite superantigene B Interacționează cu imunoglobulinele fixate pe celulele somatice (mastocite, bazofile) Superantigenele B le activează și stimulează sinteza și eliberarea IL- , IL- din aceste celule, care asigură dezvoltarea în continuare a inflamației alergice (de exemplu, urticaria) Proprietățile superantigenelor B sunt posedate de proteina HIV gp U, proteina L a pereților celulari ai Peptcntreptococcus magnus și proteina A a stafilococilor Virusurile hepatitei A, B, C și E induc sinteza și secreția sialoproteinei FV în hepatocite, care pot interacționa cu lanțurile H și L ale imunoglobulinelor de diferite clase Legarea proteinei FV de IgE fixată pe mastocite și bazofile duce la eliberarea histaminei și a altor mediatori ai inflamației alergice din celule și imită dezvoltarea reacțiilor mediate de alergen la pacienți Capacitatea agenților infecțioși de a produce superantigene B aduce simptome caracteristice inflamației alergice în tabloul clinic al bolii În infecții, ai căror agenți patogeni produc activ exotoxine (infecții anaerobe, difterie), evoluția și rezultatul bolii depind de capacitatea sistemului limfoid de a produce anticorpi antitoxici Astfel de anticorpi, în principal din clasa IgG, neutralizează toxinele și oferă un rezultat favorabil al bolii Cu toate acestea, formarea imunității antitoxice nu garantează eliberarea macroorganismului din transport, deoarece pentru a elimina transportul bacteriilor, este necesar să se formeze imunitate specifică la structurile de suprafață ale bacteriilor responsabile de colonizarea lor Spirochetele, unele ciuperci și bacterii patogene sunt capabile să paraziteze atât intracelular, cât și extracelular Virușii se reproduc numai intracelular, dar pot rămâne atât în exterior, cât și în interiorul celulelor pentru o lungă perioadă de timp, fără a exercita un efect citopatogen În unele viruși, s-au găsit gene ale căror produse au proprietăți anti-apoptotice și contribuie la supraviețuirea pe termen lung a celulelor infectate și la producerea de particule virale Întregul arsenal al factorilor de apărare imună congenitali și dobândiți este implicat în distrugerea agenților infecțioși ai acestui grup Semnificația mecanismelor antigen-specifice ale imunității antiinfecțioase crește odată cu progresia bolii, fără participarea limfocitelor Th și Ts specifice antigenului efector, recuperarea nu are loc Un grup special de boli sunt infecțiile, al căror curs cronic este însoțit de formarea de granuloame în jurul agenților patogeni viabili Astfel de infecții granulomatoase includ tuberculoza, lepra, micoza coccidioidă etc Aceste infecții se disting printr-o persistență lungă, adesea pe tot parcursul vieții, a agenților patogeni în interiorul granuloamelor rezultate Pereții granuloamelor sunt formați din celule epitelioide sau multinucleate și împiedică diseminarea agentului patogen Precursorii celulelor epitelioide ale granuloamelor sunt macrofage activate Agenții infecțioși, fiind capturați de macrofage, nu mor, deoarece sunt capabili să suprime formarea fagolizozomilor și să reziste la acțiunea agenților microbicizi în macrofage În peretele granulomului, limfocitele activate Th și Tc sunt prezente în cantități mari citokine, IMUNOLOGIE DE LABORATOR produse de limfocitele Tiy (INF-y, IL- ) și macrofagele (IL- ), mențin activitatea ridicată a imunității celulelor T specifice antigenului și asigură remiterea bolii Insuficiența macrofagelor și a limfocitelor T este însoțită de o exacerbare a infecției, diseminarea agenților patogeni și stimularea unui răspuns imun umoral specific antigenului Anticorpii în acest caz acționează în principal ca martori ai contactului sistemului imunitar al gazdei cu agentul patogen, nu au un efect protector și au un efect redus asupra evoluției și rezultatului bolii În micoza coccidioidă, o scădere a activității imunității celulelor T (testele pozitive într-o reacție de hipersensibilitate de tip întârziat cu coccidoidină) și acumularea de anticorpi circulanți împotriva ciupercii sunt prevestitoare ale morții iminente a pacientului La examinarea pacienților cu infecții granulomatoase, se arată valoarea prognostică dacă există un răspuns imun celular: numărul și activitatea limfocitelor TI^- și Tc specifice antigenului, conținutul de citokine h locale și circulante, activitatea NK celule și macrofage În infecția acută, mecanismele imune antigen-nespecifice formează prima linie de apărare Astfel, în timpul unei infecții virale, reproducerea activă a virusului asigură acumularea rapidă a particulelor virale în sânge (viremia), care precede reacția antivirală a sistemului imunitar O reacție precoce a sistemului imunitar este caracterizată prin activarea sintezei INF-a/p în celulele infectate, care intră în fluxul sanguin și oferă protecție pentru celulele încă neinfectate În același timp, în sânge se acumulează celule NK activate, capabile să omoare celulele somatice care poartă antihepatice HLA clasa I modificate la suprafața lor din cauza atacului virușilor Acumularea limfocitelor Tc specifice antigenului și a angerilor antivirale în sânge se observă ulterior, implicarea lor maximă în apărarea antivirală coincide în timp cu scăderea viremiei sau chiar cu dispariția completă a virusului Cu un rezultat favorabil al bolii, la , - luni de la infectare, numărul de limfocite Tc din sânge scade la nivelul inițial, în timp ce anticorpii antivirali pot fi determinați încă câteva luni În multe infecții bacteriene și virale acute, factorii celulari și umorali rezidenți specifici antigenului și circulanți oferă rezistență la infecție, în timp ce rezultatul bolii rezultate depinde de activitatea răspunsului imun specific antigenului dobândit În hepatita virală C și infecția cu HIV, un bun indicator de prognostic este acumularea de limfocite T în perioada acută a bolii, care sunt specifice pentru mulți epitopi ai proteinelor de suprafață și interne ale virusului Acumularea celulelor T, chiar și în cantități foarte mari, dar reacționând cu un număr limitat de epitopi proteici patogeni, dimpotrivă, indică o lipsă de protecție antivirală și prefigurează o evoluție cronică a bolii Un răspuns imun ridicat în timpul vaccinării face ca organismul să fie rezistent la infecții Eficacitatea vaccinării crește dacă sunt utilizate vaccinuri care determină formarea unui răspuns imun celular •/sau umoral necesar pentru o anumită boală Vaccinurile genetice moleculare moderne care folosesc purtători care furnizează antigene de protecție și activează anumite populații de limfocite reglatoare deschid noi posibilități pentru prevenirea și tratamentul specific al bolilor infecțioase Astfel, în diferite boli și în diferite etape ale procesului infecțios, studiile stării anumitor factori antigen-nespecifici și antigen-specifici ai sistemului imunitar au valoare prognostică protecție, iar evaluarea lor în dinamică vă permite să controlați eficacitatea terapiei Activitatea mecanismelor efectoare ale apărării imune în timpul infecțiilor poate fi afectată nu numai din cauza propriei eșecuri, ci și ca urmare a cisfuncției mecanismelor de reglare Sistemul imunitar are multe mecanisme de autoreglare Limfocitele T reglatoare și celulele dendritice, care le prezintă antigene, joacă un rol semnificativ între ele Prin citokine și interacțiuni intercelulare directe, limfocitele Th asigură dezvoltarea unui răspuns imun celular și/sau umoral specific antigenului, precum și reglează activitatea și participarea diferiților factori specifici antigenului în imunitatea antiinfecțioasă Caracteristicile celulelor dendritice prezentatoare de antigen și condițiile de interacțiune a acestora cu limfoidite-T determină tipul de răspuns imun primar la antigenele corespunzătoare (celulare sau umorale) La contactul repetat cu antigenul, limfocitele cu memorie Thl sau T acumulate anterior participă la răspuns Prezentarea antigenului la celulele Th în răspunsul imun secundar poate fi efectuată nu numai de celulele dendritice, ci și de orice celule care exprimă proteine de clasă HLA I Astfel, în timpul unei examinări de laborator a pacienților cu boli infecțioase, este în primul rând necesar să se evalueze starea mecanismelor imunității efectoare antigen-nespecifice și antigen-specifice, care joacă un rol decisiv în distrugerea agenților cauzali ai acestui infecţie Abia după aceea, se examinează conținutul și activitatea celulelor reglatoare și setul de citokine produse de acestea Pentru a prezice cursul unui proces infecțios, este important să nu existe o singură, ci o examinare de monitorizare a pacientului cu o evaluare a stării acelor componente ale apărării imune antigen-nespecifice și/sau antigen-specifice, care, în o anumită boală în acest stadiu al bolii, joacă un rol decisiv în distrugerea și eliminarea agenților infecțioși din organism PROCESE INFLAMATORII HIPERIMUNE În procesele inflamatorii de diverse etiologii sunt implicați atât factori nespecifici antigenului, cât și factori specifici antigenului de apărare imună De obicei, răspunsul imun în timpul inflamației se desfășoară subclinic și asigură neutralizarea antigenului și îndepărtarea acestuia din organism fără formarea de leziuni pronunțate clinic În unele cazuri, natura și puterea răspunsului imun la antigen pot să nu corespundă activității patogenetice a antigenului; atunci când antigene absolut inofensive intră în organism, răspunsul imun specific antigenului emergent poate duce la dezvoltarea unor procese inflamatorii severe însoţită de leziuni tisulare locale şi generalizate Astfel de variante ale proceselor inflamatorii hiperergice sunt denumite în mod obișnuit inflamații imune Atât anticorpii de clase diferite, cât și limfocitele T efectoare sunt responsabile pentru patogeneza unor astfel de inflamații Există patru tipuri de procese imunopatologice Reacțiile imunopatologice hiperergice de tip I se datorează acumulării de anticorpi IgE la antigeni alergeni la pacienți Diferă de imunoglobulinele din alte clase de IgF prin citofilitatea sa ridicată IgE sunt fixate pe celule prin interacțiunea cu Fce-R specific IgE Au fost descrise două tipuri de astfel de receptori, care diferă prin afinitatea lor pentru interacțiunea cu IgE Dacă moleculele de antigen interacționează cu mai multe molecule IgE fixate pe celule, atunci are loc agregarea receptorilor IgE, conformarea lor, activarea proteinelor tirozin kinaze asociate cu receptorii, care, la rândul lor, fosforilează și activează astfel moleculele de semnalizare intracelulare LABORATOR imunologie În dezvoltarea reacțiilor de hipersensibilitate de tip I mediate de IgE, se disting două faze - precoce și tardivă O reacție precoce se dezvoltă imediat după introducerea antigenului alergen și se datorează eliberării histaminei, triptazei și a altor mediatori din mastocitele activate Cu o reacție alergică locală, la - ore după contactul cu alergenul, se dezvoltă o fază târzie a reacției (are loc infiltrarea focarului de inflamație cu eozinofile, neutrofile și, într-o măsură mai mică, monocite, limfocite și bazofile) Simptomatologia reacției tardive se datorează mediatorilor eliberați din eozinofilele activate și alte celule sanguine În astmul bronșic, faza târzie durează - zile Eozinofilele activate joacă un rol cheie în simptomele fazei târzii a inflamației alergice În acest moment, numărul de eozinofile din infiltrat atinge % din totalul celulelor sanguine acumulate local Sub influența factorului chemotactic al mastocitelor, a citokinelor și a altor mediatori, eozinofilele sunt activate, exprimă Fc-R în IgE și IgG, receptori pentru citokine, componente ale complementului și alți mediatori Eozinofilele activate sintetizează și secretă proteinele lor esențiale, enzimele, citokinele și alte molecule Implicarea activă a eozinofilelor în faza târzie a inflamației alergice de tip I conferă reacției unele trăsături specifice datorate leziunii celulelor anumitor țesuturi de către produsele de deșeuri ale eozinofilelor activate Alături de eozinofile, neutrofilele sunt implicate în patogeneza fazei târzii a reacției, al căror număr poate ajunge la % din celulele infiltratului Acumularea de neutrofile se datorează efectului chemotactic asupra acestora al factorului chemotactic neutrofil și al IL- produs de mastocitele activate La rândul lor, neutrofilele devin o sursă de diferite hidrolaze, leucotriene, citokine și alte molecule active biologic În astmul bronșic, vasodilatația și edemul observat în faza incipientă se datorează histaminei, FGD și LTD ; bronhoconstricția și secreția de mucus - LTC și PGD , eliberate în principal în timpul degranulării mastocitelor Infiltrarea membranelor mucoase ale bronhiilor cu celule sanguine în faza târzie a reacției are loc ca urmare a activării celulelor endoteliale de către interleukine IL , TNF-ot, LTC Migrarea leucocitelor din vase către membranele mucoase este cauzată de PAF, IL- , IL- , LTB , iar activarea celulelor din infiltrat este cauzată de IL- , IL- și TNF-a Toți acești mediatori de fază târzie sunt derivați atât din mastocite, cât și din celule epiteliale activate, endoteliocite și leucocite Limfocitele acumulate în focarele de hiperactivitate sunt reprezentate predominant de celule T, în principal de fenotip Ty Interacțiunea limfocitelor B activate cu antigenul mediat de IgE fixat la Fce RII (CD ) îmbunătățește endocitoza antigenului și capacitatea celulelor B de a prezenta antigen la limfocitele T, dar inhibă proliferarea celulelor B și sinteza IgE Fagocitele sintetizează activ oxidul nitric atunci când moleculele CD ale limfocitelor interacționează cu monocitele CDllb În timpul proteolizei CD, , partea extracelulară a receptorului poate circula în sânge ca sFce-RII solubilizat, care păstrează capacitatea de a interacționa cu CD și mlgE pe membrana limfocitelor B Această interacțiune stimulează proliferarea celulelor B în special clone de celule producătoare de IgE Astfel, semnalele date celulelor prin receptorii IgE cu afinitate scăzută au un efect de reglare asupra limfocitelor și celulelor sistemului fagocitar Hiperreactivitatea mediată de IgE se poate manifesta clinic ca procese patologice locale și generalizate Un exemplu de reacție generalizată de tip I sunt reacțiile anafilactice Reacțiile anafilactice mediate de IgE apar ca urmare a interacțiunii cu antigenul IMUNOLOGIE DE LABORATOR un alergen al anticorpilor IgE prezenți la pacienți împotriva anumitor medicamente, ser de sânge străin, fructe de mare, nuci, venin de albine, produse înțepate de viespi, viespi, țânțari etc Reacțiile anafilactice generalizate se caracterizează prin colaps vascular, modificări ale tonusului mușchilor netezi ai bronhiilor, vaselor de sânge, sfincterelor, edem, iar în caz de tratament întârziat sau necorespunzător poate fi fatal Exemple de reacții hiperergice locale de tip I mediate de IgE sunt rinita atopică, astmul bronșic, eczemele și alergiile alimentare Antigenii (alergenii) care determină producerea de anticorpi IgE în aceste boli sunt proteinele și enzimele polenului de plante, unele alimente exotice, metaboliții ciupercilor și microorganismelor cu patogenitate scăzută, proteinele insectelor etc IgE acumulate sunt fixate pe Fce-RI al catargului celule, în special în țesuturile de graniță La intrarea repetată a antigenului prin piele și membranele mucoase ale tractului respirator și tractului digestiv, alergenii interacționează cu IgE fixată pe mastocite, ceea ce duce la activarea și degranularea mastocitelor Inflamația imunitară de tip II se datorează acumulării de anticorpi în organism care pot declanșa procesele de deteriorare citotoxică a celulelor proprii ale organismului Exemple de acest tip de afectare imunitară sunt anemia hemolitică indusă de medicamente și reacțiile post-transfuzie în timpul transfuziei de globule roșii incompatibile Unele antibiotice (benzilpenicilina, streptomicina, cefalosporine) sunt adsorbite pe globulele roșii din organism, provocând un răspuns imun umoral împotriva lor, cu producerea de anticorpi din clasa IgM și IgG Anticorpii interacționează cu medicamentul pe suprafața globulelor roșii, complexele imune rezultate fixează și activează proteinele sistemului complement, rezultând liza celulelor roșii din sânge mediată de complement (anemie hemolitică) Contactul repetat al pacientului cu aceleași substanțe sau substanțe similare antigenic susține procesul imunopatologic format Antigenele similare cu antigenele eritrocitare specifice grupului sunt adesea prezente în microorganismele intestinale umane Împotriva acestora, o persoană produce anticorpi, mai des din clasa IgM, care interacționează cu antigenele eritrocitelor specifice grupului Împotriva antigenelor propriilor eritrocite, chiar dacă microorganismele intestinale poartă antigene similare, răspunsul imun nu se dezvoltă, toleranța imunologică este menținută Atunci când eritrocitele dintr-un grup sanguin incompatibil sunt transfuzate, izohemaglutininele circulante ale pacientului interacționează cu acestea și asigură hemoliză mediată de complement Transfuziile repetate pot spori răspunsul imun și pot stimula acumularea de izohemaglutinine IgG Clinic, reacțiile post-transfuzie se pot dezvolta imediat sau întârziat - după - zile Reacțiile imediate se datorează de obicei anticorpilor IgM specifici grupului anti-ABO Reacțiile întârziate sunt de obicei asociate cu un răspuns imun împotriva altor antigene eritrocitare și sunt mediate de izohemaglutininele din clasa IgG Cu reacții imediate, liza eritrocitelor are loc în lumenul vaselor, însoțită de hemoglobinurie și acumularea de hemoglobină liberă în sânge Reacțiile întârziate care implică anticorpii IgG anti-eritrocitari leagă complementul mai puțin activ decât anticorpii IgM, astfel încât liza eritrocitară nu este la fel de catastrofală și poate fi însoțită de fagocitoza eritrocitelor parțial deteriorate în spațiile extravasculare Boala hemolitică a nou-născutului, care se dezvoltă ca urmare a purtării unui făt Rh-pozitiv de către o mamă Rh-negativă, se datorează și anticorpilor anti-eritrocitari din clasa IgG IMUNOLOGIE DE LABORATOR Al treilea tip de procese imunopatologice se formează ca urmare a formării complexelor imune antigen-anticorp în organism În funcție de masa și dimensiunea moleculelor agregate în complexe, precum și de locul de depunere a complexelor în organism, se pot dezvolta procese patologice locale sau generalizate Anticorpii din complexele imune sunt capabili să fixeze și să activeze proteinele sistemului complement, ceea ce duce la hiperproducția de C a, C a, C a, C b și a altor subcomponente ale complementului Unele dintre aceste produse au activitate de anafilotoxină și sunt capabile să crească permeabilitatea vasculară, în timp ce altele activează endoteliocitele și au un efect chemotactic și activator asupra leucocitelor neutrofile Ca urmare, zonele de fixare ale complexelor imune se dovedesc a fi neutrofile infiltrate, care, la rândul lor, fagocitează complexele imune, eliberează enzime hidrolitice și produse citotoxice în mediu Când antigenul pătrunde prin țesuturile de graniță, se formează complexe imune în straturile submucoase și dermice, astfel încât activarea complementului acolo duce la implicarea mastocitelor în procesul patologic Complexele imune circulante se instalează instantaneu pe membranele bazale ale vaselor de sânge și ale glomerulilor renali Complexele imune mai mici pătrund în membranele bazale și se localizează în straturile subbazale Când complexele imune sunt fixate, membranele bazale sunt atacate de neutrofilele activate și de complement, ceea ce duce la deteriorarea atât a celulelor membranei bazale, cât și a celulelor tisulare din apropiere Activarea complementului poate induce agregarea trombocitelor, eliberarea factorilor de coagulare și formarea de microcheaguri Administrarea subcutanată sau intradermică a unui antigen împotriva căruia anticorpii circulanți sunt prezenți la titruri mari este însoțită de formarea de complexe imune la locul injectării cu dezvoltarea inflamației locale în - ore (fenomenul Arthus) Severitatea inflamației poate varia de la hiperemie locală și edem până la necroza tisulară O reacție hiperergică precum fenomenul Arthus se poate dezvolta în plămâni atunci când antigenele (spori de ciuperci și bacterii, proteine de animale și păsări) intră cu aerul inhalat În acest caz, inflamația afectează alveolele și duce la dezvoltarea alveolitei alergice Intrarea în sânge a antigenului determină formarea unor cantități mari de complexe imune circulante Complexele agregate-anticorpi circulante se acumulează pe membranele sinoviale ale articulațiilor, în pereții vaselor de sânge și în glomerulii rinichilor Manifestările clinice sunt vasculita, artrita și glomerulonefrita Protozoarele acționează ca antigeni care provoacă producerea de anticorpi la titruri mari și formarea de complexe imune proteine autologe și străine și acizi nucleici De aceea, procesele imunopatologice generalizate de tip III sunt caracteristice bolilor autoimune (lupus eritematos sistemic, artrită reumatoidă), alergii la medicamente (de exemplu, la benzatin benzilpenicilină și sulfanilamidă), boli infecțioase (hepatită, mononucleoză infecțioasă, meningită, malaria serică) Boala serului se dezvoltă la pacienții tratați cu imunoglobuline ecvine împotriva toxinelor microbiene Proteinele serului străin injectate intramuscular intră în sânge, unde interacționează cu anticorpii existenți sau nou sintetizați În acest din urmă caz, boala se poate dezvolta la - zile după imunizarea pasivă a pacientului Boala serului se caracterizează prin febră, eritem limfadenopatie, artrită, vasculită generalizată și edem și uneori glomerulonefrită IMUNOLOGIE DE LABORATOR Spre deosebire de variantele anterioare ale proceselor imunopatologice, hiperreactivitatea de tip IV se datorează formării unui răspuns imun celular împotriva antigenului din organism, în special, acumulării de limfocite Thl- și CD ' Tc specifice antigenului În locurile de reintrare în organism a antigenului, limfocitele T imune specifice antigenului se acumulează și se activează Celulele Thl activate produc și secretă IL- , IFN-y, factori care inhibă migrarea macrofagelor și alte citokine Sub influența citokinelor, macrofagele se acumulează și se activează în focar, care la rândul lor secretă enzime, NO, produse citotoxice și alți mediatori inflamatori Eliberarea acestor produse duce la deteriorarea locală și necroza celulelor tisulare Această reacție imuno-inflamatoare se dezvoltă după - de ore, deoarece este nevoie de timp pentru ca locul injectării antigenului să fie infiltrat de limfocite și monocite imune și pentru activarea acestora Spre deosebire de reacțiile hiperergice de tip III, în patogeneza cărora sunt implicate neutrofilele, reacțiile de tip IV se datorează în principal celulelor mononucleare Reacțiile de tip IV sunt de o importanță deosebită în protejarea organismului de microorganismele, virusurile și paraziții care se înmulțesc intracelular Dacă macrofagele și limfocitele Ts nu sunt capabile să distrugă celulele infectate și agenții patogeni înșiși, monocitele din focar se pot transforma în celule epitelioide (elementul celular principal al granuloamelor) Reacțiile hiperergice de tip IV stau la baza patogenezei dermatitei de contact, care se dezvoltă ca urmare a contactului repetat al pacienților cu diferite substanțe chimice și proteine vegetale (formaldehidă, trinitrofenol, nichel, spray-uri de păr, componente cosmetice etc ) Fiind molecule mici, aceste substanțe pătrund transcutanat, formează complexe cu proteinele pielii, sunt preluate de celulele dendritice și alte celule asistate imun și induc un răspuns imun specific antigenului celulelor T Reintrarea acestor molecule în organism determină infiltrarea locului de introducere a acestora de către limfocitele T imune și macrofage La administrarea intradermică a antigenului, dezvoltarea unei reacții hiperergice întârziate (după - de ore) indică prezența limfocitelor T specifice antigenului la pacient, adică pacientul a avut anterior contact cu antigenul corespunzător și a răspuns la acesta printr-un răspuns imun celular Testele intradermice cu proteine microbiene sunt utilizate în clinică pentru a identifica pacienții infectați anterior imunizați și pentru a evalua imunitatea celulară specifică antigenului la pacienți ALGORITM PENTRU STUDIUL DE LABORATOR AL SISTEMULUI IMUN Volumul și calitatea examinării de laborator imunologice a pacienților ar trebui să fie suficiente pentru a confirma diagnosticul, a prezice dezvoltarea bolii și a monitoriza eficacitatea terapiei Cele mai utilizate teste de diagnosticare imunolaboratoare sunt utilizate pentru a detecta antigene semnificative din punct de vedere patogenetic din materialele biologice de la pacienți sau pentru a evalua reacția specifică a sistemului imunitar al pacientului (acumularea de limfocite și anticorpi specifici antigenului la astfel de antigeni precum tumora, transplantul, alergenii, receptorii) , hormoni etc ) La contactul inițial cu un antigen infecțios, anticorpii, IgM, se acumulează în sângele pacienților La contactul repetat cu un agent infecțios, anticorpii se acumulează în sânge - IgG IMUNOLOGIE DE LABORATOR Metodele de determinare a antigenelor și anticorpilor împotriva acestora se caracterizează printr-o specificitate și sensibilitate excepțional de ridicată, ceea ce face posibilă detectarea moleculelor studiate în materiale biologice, prezentate în cantități de pico și nanograme Simplitatea și relativ ieftinitatea examinării serologice a pacienților au asigurat utilizarea pe scară largă a tehnicilor de laborator în clinicile moderne Dinamica acumulării de anticorpi la diverși antigeni ai agenților infecțioși în sânge face posibilă prezicerea cursului bolii și a rezultatului acesteia Cel mai consumator de timp și cel mai voluminos studiu al stării și diagnosticului bolilor sistemului imunitar însuși Algoritmul pentru efectuarea unor astfel de studii este determinat de tabloul clinic al bolii și de complexele de simptome caracteristice anumitor tulburări ale sistemului imunitar În prima etapă a unor astfel de examinări, studiile de screening sunt adecvate pentru a identifica abaterile cantitative și calitative ale stării principalelor componente ale imunității înnăscute și dobândite a pacientului (Tabelele - ) Tabelul - Screening-ul testelor imunolaboratoare în diagnosticul tulburărilor sistemului imunitar Testele componente ale sistemului imunitar Sistemul de complement Determinarea activității complementului în serul de sânge proaspăt (SN H|) Sistemul fagocitar Determinarea conținutului în sânge și a caracteristicilor morfologice ale monocitelor și granulocitelor de diferite tipuri (neutrofile, eozinofile, bazofile) Natural killer (celule MK) Determinarea conținutului de celule NK din sânge Sistemul limfocitelor T Determinarea conținutului de limfocite T și a subpopulațiilor acestora în sângele periferic cu markeri: POP*, CD * și CD ' Sistemul limfocitelor B Determinarea conținutului de limfocite B în sângele periferic Determinarea concentrațiilor sanguine de IgM, IgG, IgA și IgE Determinarea în sângele periferic a conținutului de izohemaglutinin, anticorpi specifici antigenelor vaccinurilor utilizate anterior în ziua imunizării pacientului, precum și complexe imune circulante Potrivit clinicilor din SUA, eficacitatea studiilor de screening pentru boli ale sistemului imunitar ajunge la %, în timp ce costul implementării lor și costurile cu forța de muncă sunt mult mai mici decât în implementarea studiilor complementare Sistemul imunitar reacționează devreme la o mare varietate de efecte adverse, în special asupra organismului De aceea, la pacienți, gradul de participare la reacția componentelor individuale congenitale sau dobândite ale apărării imune contribuie la diagnosticarea și predicția dezvoltării procesului patologic (Tabelele - ) Tabelul - Factori de imunitate studiați în diferite manifestări clinice ale tulburărilor sistemului imunitar Boli Factori ai imunității înnăscute Factori ai imunității antigen-specifice (adaptative) umoral celular umoral celular Infecții virale Nivelurile sanguine ale celulelor NK și monocitelor Nivelurile sanguine ale interferonilor și neopterinelor Nivelurile sanguine ale limfocitelor, subpopulații de limfocite T; studiul markerilor activării celulelor T și al răspunsului proliferativ al limfocitelor T la mitogeni și antigeni Conținut de IgM, IgG, IgA și anticorpi antivirali IMUNOLOGIE DE LABORATOR Continuarea tabelului - Boli Factori ai imunității înnăscute Factori ai imunității antigen-specifice (adaptative) umoral celular umoral celular Infecții bacteriene Conținutul și morfologia neutrofilelor, monocitelor, activitate fagocitară a neutrofilelor (chimiotaxie, activitate bactericidă), semne de activare a neutrofilelor (chemiluminiscență, test NBT); studiul celulelor adezive pozitive (CD /CD ) Complement activitate hemolitică, conținut C și C , activitate opsonizantă a serului sanguin; conținut în sânge și biomateriale de citokine proinflamatorii și antiinflamatorii, procalcitonină, defensine Conținutul sanguin al limfocitelor, limfocitelor T din diferite subpopulații; studiul markerilor activării celulelor T și al răspunsului proliferativ al limfocitelor T la mitogeni și antigeni; conținutul de limfocite B Conținutul de IgM, IgG, IgA din sânge subclase de IgG izohemaglutininele și anticorpii antibacterieni Infecții micotice Nivelurile sanguine ale neutrofilelor, monocitelor și celulelor N CT; activitatea fagocitară a neutrofilelor (chemotaxie, activitate bactericidă), semne de activare a neutrofilelor (chemiluminiscență, test NST) Nivelurile sanguine ale defensinelor, activitatea complementului hemolitic, conținutul C și C , activitatea opsonizantă a serului sanguin; continutul de citokine proinflamatorii din biomaterialr Continutul de limfocite din sange limfocite T din diferite subpopulații; studiul markerilor activării celulelor T și al răspunsului proliferativ al limfocitelor T la mitogeni și antigeni Conținutul de anticorpi și imunoglobuline de diferite clase Infecții parazitare Nivelurile sanguine ale eozinofilelor Nivelurile sanguine ale proteinelor eozinofile Nivelurile sanguine ale limfocitelor, subpopulații de limfocite T, markeri de activare a celulelor T IgM IgG, IgA; nivelurile sanguine ale IDE total și specific antigenului Boli alergice* Conținutul de eozinofile, bazofile în sânge și bimateriale Activare-degranulare indusă de alergeni a bazofile Conținut în sânge și biomateriale și eliberare din celule de mediatori ai inflamației alergice (histamină, triptază, eicosanoide, proteine de bază ale eozinofilelor, citokine - IL- , IL- , IL- ) Nivelurile sanguine ale limfocitelor, limfocitelor T ale diferitelor subpopulații; studiul markerilor activării celulelor T și al răspunsului proliferativ al limfocitelor T la mitogeni și alergeni Nivelurile sanguine ale idE totală și specifică antigenului Patologia autoimună Conținutul de neutrofile (neutrofilie - un semn al fazei acute a inflamației, neutropenie - un semn de deteriorare autoimună a neutrofilelor) Activitatea hemolitică a complementului, conținutul componentelor complementului C și C ; conținutul de citokine Conținutul în sânge de limfocite, limfocite T din diferite subpopulații; studiul markerilor de activare în celulele T și răspunsul proliferativ al limfocitelor T la mitogeni și antigeni specifici Conținutul de anticorpi la diferiți autoantigeni; studiul complexelor imune circulante IMUNOLOGIE DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Boli Factori ai imunității înnăscute Factori ai imunității antigen-specifice (adaptative) umoral celular umoral celular Boli proliferative Conținutul de eozinofile, neutrofile, monocite: imunofenotiparea leucocitelor Conținutul de markeri tumorali din materialul biologic Conținutul de limfocite, limfocite T și B și subpopulațiile acestora în sânge, studiul markerilor de activare, răspunsul proliferativ al limfocite la mitogeni și antigeni specifici; imunofenotiparea Conținutul de imunoglobuline, proteine M și paraproteine din sânge; studiul proteinei Bence-Jones în urină * Pentru diagnosticul bolilor alergice se evaluează și reacțiile pacientului la diverși alergeni Implicarea sistemului imunitar în procesul acut poate fi deja judecată luând în considerare rezultatele unui test de sânge clinic general Acest lucru este indicat de o creștere a numărului de leucocite polinucleare din sânge, o creștere a proporției de celule tinere și o reacție accelerată de sedimentare a eritrocitelor O creștere a conținutului sanguin de proteină C reactivă și alte proteine de fază acută, lizozima, procalcitonina indică, de asemenea, inflamație acută, iar acumularea de procalcitonină în sânge este caracteristică în special infecțiilor bacteriene sistemice și sepsisului bacterian Natura virală a inflamației acute este indicată de o creștere a conținutului de celule NK și monocite din sânge, în care monocitele răspund la viruși și prin acumularea de neopterina în sânge Infecțiile cronice, în special cele cauzate de organisme intracelulare sau infecții granulomatoase, sunt, de asemenea, însoțite de activarea și acumularea de monocite Dacă pacienții au complexe de simptome caracteristice tulburărilor imunității dobândite, examinarea de laborator a pacienților începe cu studii de screening, inclusiv o evaluare a numărului total de limfocite al pacientului, precum și un studiu al conținutului de celule T și B La nivel de screening, este suficient să se examineze conținutul de celule T din sângele pacienților cu markeri fenotipici CD +, CD ~ (celule ajutătoare și reglatoare), CD + (celule citotoxice) Starea legăturii imunității celulelor B poate fi judecată indirect după conținutul din serul sanguin al imunoglobulinelor examinate, izohemaglutininelor și anticorpilor la antigenele vaccinului administrați anterior subiectului Pentru a clarifica cauza și mecanismele disfuncției sistemului imunitar al pacientului, este necesar să se efectueze teste de diagnostic analitice Analizele acestui nivel presupun dotarea laboratorului cu echipamente și furnizarea de reactivi care vă permit să examinați automat celulele sanguine ale pacientului în multe privințe și să efectuați teste funcționale care evaluează activitatea celulelor corespunzătoare Studiile analitice fac posibilă evaluarea nu numai a conținutului de celule ale unui anumit fenotip la un pacient, pentru a caracteriza activitatea lor funcțională, ci și pentru a determina starea organelor centrale ale sistemului imunitar și a țesutului limfoid asociat cu membranele mucoase (eliberarea de limfocite T și B naive în sânge) (Tabelul - ) IMUNOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Teste analitice în diagnosticul tulburărilor sistemului imunitar Teste de indicatori Sistemul complementului Determinarea conținutului și activității componentelor complementului (în special C și C ) și inhibitorilor complementului (C n|i) în serul sanguin Sistemul fagocitar Studiul activității microbicide a neutrofilelor și mononocitelor din sânge; studiul calitativ și cantitativ al recuperării de către granulocite și monocite (test NST); studiul cantitativ al etapelor individuale ale activității fagocitare a leucocitelor (mobilitate și chemotaxie, aderență, captare, formare de fagolizozomi, ucidere intracelulară, degranulare); studiul în focarele de inflamație și în sângele citokinelor - efectori și regulatori ai inflamației; studiul eliberării histaminei sau leucotrienelor induse de alergen de către bazofilele din sânge; test de sânge al proteinelor eozinofile (proteină eozinofilă de bază, neurotoxină cationică, peroxidază eozinofilă, proteină cationică eozinofilă) Ucigaș natural (celule NK) Investigarea numărului total de celule NK și caracterizat printr-o citotoxicitate ridicată în raport cu celulele liniei mieloide K- (CD +M(jftf CD '(//m), sau producătoare de citokine în mod activ) (CD 'o m CC frbrigh ) Sistemul limfocitelor T Determinarea în sângele periferic a conținutului subpopulațiilor de celule T CD + și CD care diferă funcțional (activate, naive, imune, mature, imature, cu memorie, apoptotice, cu receptori recunoscători de antigen de tipurile y și oc( etc ); studiul celulelor T reglatoare de conținut (CD +, CD \ foxpj, Th, celule, Th , Th , Th , etc subpopulații), studiul activității funcționale a celulelor T din sânge și subpopulațiile acestora ( activitate proliferativă, producție de citokine, activitate citotoxică etc ); studiul conținutului și activității funcționale a limfocitelor T reactive la antigen (inclusiv autoreactive) din sângele periferic; studiul anumitor citokine și receptori de citokine solubili din sânge Sistemul de -limfocite Determinarea în sângele periferic a conținutului diferitelor subpopulații funcțional de limfocite B (naive, imune, activate, mature, imature, cu memorie, apoptotice, purtătoare de imunoglobuline de suprafață de diferite clase); studiul activității funcționale a limfocitelor B, paraproteinelor și crioglobulinelor, determinarea conținutului de IgG și IgA diferitelor subclase din serul sanguin, IgE specifice alergenilor; determinarea în secrete și spălări a conținutului de IgA secretoare și imunoglobuline din alte clase Într-un studiu aprofundat (analitic) al sistemului limfoid, se evaluează conținutul sanguin al celulelor naive și imune, în repaus și activate, al limfocitelor ajutătoare, reglatoare și citotoxice, al celulelor cu memorie cu viață lungă și al celulelor care implementează programul de apoptoză Într-un studiu de laborator al sistemului limfoid, este posibil nu numai să se determine conținutul celulelor corespunzătoare din sânge și din alte biomateriale, ci și să se evalueze expresia markerilor corespunzători pe celule Ambii acești indicatori sunt examinați atunci când se analizează un grup de celule folosind un set de anticorpi monoclonali împotriva moleculelor membranei celulare folosind un citometru de flux Clarificarea cauzelor și mecanismelor insuficienței congenitale și dobândite a sistemului imunitar al pacientului poate necesita teste de celule funcționale in vitro, care evaluează capacitatea diferitelor celule ale sistemului imunitar de a răspunde la mitogeni, antigeni și alți agenți, activând, proliferând și diferențierea, producerea de citokine, chemokine, molecule adezive și exprimând diverși receptori pentru acestea Capitolul Diagnosticul bolilor autoimune CRITERII, CLASIFICAREA ȘI EPIDEMIOLOGIA BOLILOR AUTOIMUNE Mecanismul patogenetic principal pentru dezvoltarea bolilor autoimune este răspunsul imun la componentele țesuturilor și organelor umane normale Criteriile biomedicale sunt folosite pentru a clasifica procesele autoimune (Tabelul - ), dar sunt dificil de utilizat în practica clinică, deoarece înțelegerea lor necesită o cantitate mare de Tabel - științific Fundamentele criteriilor bolilor autoimune (Rose-Bopa, ) Dovezi directe Mediate de anticorpi • Un autoanticorp în sânge care afectează funcțiile unui organ • Autoanticorp fixat în țesut • Complex imun localizat în țesut • Reproducerea bolii în timpul transferului pasiv Іd Mediat celular • Transferul celulelor T într-un șoarece SCID cu implant de canal i • Citotoxicitatea celulelor T autoagresive in vitro Dovezi indirecte Imunizare experimentală Imunizare cu anticorp anti-idiotipic Dereglarea experimentală a sistemului imunitar la animale Dovezi suplimentare Autoanticorpi în sânge Asociere cu alte boli autoimune Asocierea cu genotipul HLA Infiltrarea limfocitară a organului Răspunsul la terapia imunosupresoare Notă SCID - severe combincdimmunodeftt ensu (engleză - "severe combined immunodeficiency") date În același timp, bolile autoimune (AID) au o serie de caracteristici clinice distincte, care includ următoarele: DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ❖ procese de etiologie necunoscută cu inflamație cronică sistemică/locală; o apar la indivizi cu un set de gene ale genezei imune (gene ale sistemului HLA); boli dau terapie gay cu medicamente imunosupresoare; ❖ Autoanticorpii se gasesc in sange si fluide corporale Autoanticorpii îndreptați împotriva moleculelor proprii ale corpului nu sunt adesea asociați cu leziuni tisulare directe Cel mai adesea sunt "martori" ai procesului autoimun Prin urmare, determinarea autoanticorpilor în bolile autoimune este un instrument important în identificarea și managementul ulterior al potențialilor pacienți De o importanță deosebită este detectarea autoanticorpilor în stadiile incipiente ale bolii, când semnele morfologice de distrugere a țesuturilor sunt încă absente Cea mai cunoscută clasificare împarte AID în organ-nespecific și organ-specific (Tabelul - ) SIDA specifice afectează anumite organe sau țesuturi, cum ar fi tiroidita Hashimoto sau diabetul zaharat de tip I Răspunsurile imune nespecifice de organe pot afecta mai multe sisteme de organe, așa cum se întâmplă în bolile reumatice În acest din urmă caz, nu este neobișnuit ca medicii să definească răspunsul autoimun ca fiind "sistemic", un exemplu din care este lupusul eritematos sistemic (LES) Tabelul - Clasificarea bolilor autoimune Boli specifice organelor Scleroza multipla Gusa Hashimoto Mixedemul primar Tirotoxicoza (boala Graves) Anemie pernicioasa Ciroza biliara primara Hepatita autoimuna Diabet zaharat de tip Boala Crohn Colita ulcerativa Anemia hemolitica autoimuna Purrombocitopata Idiopata Boli nespecifice de organe Lupus eritematos sistemic Granulomatoza Wegener Sclerodermie Boala mixta a tesutului conjunctiv Dermatomiozita Artrita reumatoida Pe măsură ce mecanismele de dezvoltare a bolilor autoimune sunt înțelese, această clasificare își pierde treptat semnificația, deoarece nu reflectă înțelegerea modernă a AID SIDA sunt clasificate drept patologii rare, deși apariția lor ajunge la - % din toate bolile terapeutice generale SIDA obișnuite care afectează , - % din populație includ gușa toxică difuză, tiroidita, artrita reumatoidă, gastrita autoimună și psoriazisul SIDA mai rare apar la , - , % din populație, boli reumatismale sistemice, glomerulonefrite primare, scleroză multiplă, vitiligo, miastenia gravis, boli hepatice autoimune, trombocitopenie autoimună, anemie pernicioasă și hemolitică, diabet zaharat, idiopată insulino-dependentă, insulino-dependentă Un număr de sindroame clinice cu patogeneză autoimună clasică apar la mai puțin de , % din populație Ultimul grup este reprezentat de boala Addison, sindromul Goodpasture, sindromul Guillain-Barré AID poate apărea la orice vârstă, deși fiecare formă nosologică are propriile vârfuri de incidență Separat, există sindroame care DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ciupituri la nou-născuții din mame cu SIDA, datorită transferului transplacentar al autoanticorpilor patogeni din corpul mamei Astfel de stări tranzitorii includ hipertiroidismul congenital, miastenia gravis neonatală și lupusul eritematos neonatal Este de remarcat faptul că femeile suferă de AIS mai des, reprezentând mai mult de % din toți pacienții, conform diverselor estimări În ciuda multor teorii existente, cauza unei predispoziții sexuale pronunțate rămâne prost înțeleasă Definiția termenului "autoanticorp" și rolul autoanticorpilor în bolile autoimune A da o definiție strictă a termenului "autoanticorp" nu este atât de ușor pe cât pare Acest lucru se datorează faptului că atât direcția reacției autoimune care determină sinteza autoanticorpilor, cât și metodele de detectare a autoanticorpilor au o serie de convenții Din punct de vedere imunologic, "autoanticorpii" sunt imunoglobuline umane capabile să lege în mod specific epitopii antigenici ai moleculelor propriului lor corp Răspunsul imun care stă la baza acestei reacții este direcționat către antigenele virusurilor, bacteriilor, substanțelor exogene, iar epitopii propriilor molecule devin ținte doar datorită similitudinii antigenice Astfel, este dificil să se separe cu exactitate răspunsul autoimun de răspunsurile naturale ale sistemului imunitar Acest paradox este complicat și mai mult de faptul că detectarea autoanticorpilor în laborator folosește în majoritatea cazurilor și alte antigene decât cele de origine umană Astfel, țesuturile sau antigenele animale purificate, liniile celulare continue și proteinele recombinante derivate din gene umane în diferite sisteme de exprimare a proteinelor sunt utilizate ca substrat care conține antigen În structura lor antigenică, antigenele recombinante diferă semnificativ de proteinele native ale țesutului uman Acest lucru se datorează structurii lor terțiare de glicozilare, precum și prezenței secvențelor de aminoacizi pentru sinteza și purificarea eficientă a proteinelor De aceea, imunoglobulinele sunt adesea determinate simultan cu "autoanticorpi" atunci când se folosesc metode imunologice reacţionează cu epitopii străini O abordare mai perfectă pentru detectarea autoanticorpilor este utilizarea antigenelor model "designer", a căror structură se bazează pe studiul moleculelor imunodominante ale autoantigenelor umane În acest caz, ele pot fi foarte diferite de țintele originale Cel mai revoluționar exemplu este crearea unei peptide citrulinate ciclice pentru diagnosticarea poliartritei reumatoide Peptida citrulină folosită ca antigen a fost aleasă prin screening-ul de biblioteci de peptide aleatoare care nu aveau nimic în comun cu secvența originală a proteinei filagrine, al cărei studiu a permis caracterizarea epitopului imunodominant al anticorpilor anticitruline Pentru a crea un sistem de testare, se folosesc din ce în ce mai mult proteine model recombinante, a căror secvență de aminoacizi constă în epitopi antigen imunodominanți alternanți În acest caz, reacția serologică a imunoglobulinei umane cu un astfel de antigen artificial "model" nu mai este un autoanticorp în sensul deplin al cuvântului Prin urmare, termenul "autoanticorp" implică o anumită reacție "serologică" inerentă uneia sau alteia boli autoimune Rezultatul acestei reacții serologice depinde de metodele de laborator utilizate, fiecare având propriile caracteristici și limitări DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Datorită faptului că autoanticorpii se leagă de molecule cu o structură similară sau molecule din același țesut, celulă, organite sau complex molecular, aceștia sunt împărțiți în familii În cele mai multe cazuri, SIDA însoțite de formarea de autoanticorpi din aceeași familie au simptome clinice și patogeneză similare De exemplu, familia de anticorpi la antigenii citoplasmei neutrofile este direcționată către proteinele granulelor de citoplasmă leucocitară care sunt eterogene ca structură și proprietăți În același timp, majoritatea tipurilor specifice de autoanticorpi ale acestei familii se găsesc în vasculita sistemică Prezența autoanticorpilor pe fondul AID indică implicarea autoanticorpilor în mecanismele reacției autoimune Cu toate acestea, implicarea directă a autoanticorpilor în dezvoltarea proceselor fiziopatologice caracteristice acestui AID nu este întotdeauna dovedită În acest caz, se obișnuiește să se vorbească despre autoanticorpi ca "martori" ai reacțiilor imunologice Majoritatea tipurilor de autoanticorpi pot fi găsite relativ des la indivizii sănătoși clinic Autoanticorpii care pot deveni o descoperire incidentală la indivizii clinic sănătoși includ factorul antinuclear ( %) factor reumatoid ( %), anticorpi la tiroperoxidază ( %), anticorpi la cardiolipină ( %) anticorpi la miocard ( %), anticorpi la mușchii scheletici ( %) Frecvența multor autoanticorpi crește odată cu vârsta Autoanticorpii se formează pe fondul infecțiilor, traumatismelor și neoplasmelor care nu sunt însoțite de manifestări autoimune În acest caz, autoanticorpii pot îndeplini o funcție imunitară independentă, de exemplu, participă la eliminarea antigenelor tisulare Factorul antinuclear este adesea diagnosticat în boala grefă versus gazdă și în tumorile solide, ceea ce poate fi explicat printr-un răspuns imun aloimun sau antitumoral Acest lucru demonstrează că, într-un anumit sens, autoanticorpii sunt o componentă a răspunsului imun natural implicat în îndepărtarea proteinelor "îmbătrânite" din sistemul circulator Un conținut ridicat de autoanticorpi nu este întotdeauna însoțit de o activitate clinică ridicată a AID Acest lucru indică faptul că o serie de caracteristici ale autoanticorpilor, inclusiv afinitatea, cantitatea, prezența inflamației țesuturilor și alte reacții ale sistemului imunitar, sunt extrem de importante pentru manifestarea acțiunii patogenetice a autoanticorpilor Pe de altă parte, în AID, se poate observa o situație în care anticorpii dispar treptat din ser cu creșterea duratei bolii Astfel, anticorpii la celulele insulare pancreatice la majoritatea pacienților cu diabet zaharat de tip I dispar la an de la debutul clinic al bolii Pentru a demonstra rolul fundamental al autoanticorpilor în dezvoltarea AID, trebuie îndeplinite o serie de condiții formale Se presupune că complexele imune constând dintr-un autoanticorp și autoantigenul corespunzător pot fi detectate în țesutul afectat La modelarea bolii la animale de experiment, serul din corpul unui animal bolnav sau al unei persoane transferat la un animal sănătos, sau un autoanticorp obținut prin imunizare cu un auto-antigen, duce la o modificare a structurii și funcției similare cu cele din AJUTORUL inițial Autoanticorpul ar trebui să aibă un efect asupra celulelor culturilor celulare sau țesutului izolat ex vivo În cele din urmă, trebuie să existe o corelație între titrurile de autoanticorpi și activitatea bolii Nu toți autoanticorpii pot îndeplini toate aceste cerințe Mecanismele studiate de participare a autoanticorpilor în imunopatogeneza AID sunt prezentate în tabel - DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Mecanisme patogenetice de acțiune a autoanticorpilor în bolile autoimune Mecanism Principalii autoanticorpi Interacțiune cu sistemele proteice ale sângelui și fluidelor biologice Anticorpi anticoagulant lupus Anticorpi la C q și C INH Anticorpi la factorul intrinsec al lui Castle Interacțiunea cu receptorul (eliminare, blocare sau stimulare) Anticorpi la receptorul de acetilcolină Anticorpi la receptorul hormonului de stimulare a tiroidei Anticorpi la canalele ionice Distrugerea mediată de complement a componentelor celulare și tisulare Anticorpi la eritrocite Anticorpi la antigeni desmozomi Anticorpi la antigenii membranei bazale ale pielii Anticorpi la membrana bazală glomerulară Anticorpi la gangliozide Reticulare moleculă și activare celulară Anticorpi citoplasmatici antineutrofili Depunerea de complexe imune cu inflamație reactivă Anticorpi la dsDNA și nucleozomi Factorul reumatoid Depunerea de Id polimeric și complement în mezangiul glomerulului și pereții vaselor renale în nefropagia IgA Transfer transplacentar cu un tablou clinic congenital tranzitoriu al bolii Anticorpi la SSA în LES Anticorpi la receptorul hormonului de stimulare a tiroidei Anticorpi la desmozomi Anticorpi la receptorul de acetilcolină Opsonizare, fagocitoză și modificări ale clearance-ului moleculelor și celulelor Anticorpi la glicoproteinele IIIb/IIIa Anticorpi la lipoproteinele oxidate ANTICORPI ȘI BOLI AUTOIMUNE O serie de caracteristici disting metodele de detectare a autoanticorpilor de evaluarea conținutului altor molecule biologice din fluidele biologice Autoanticorpii sunt imunoglobuline din clasele IgG, IgA, IgM care se leagă în mod specific la epitopii antigenici ai moleculelor corpului uman Formarea de autoanticorpi este un fenomen biologic normal, iar legarea imunoglobulinelor de autoantigenele poate fi detectată în serul oricărei persoane În mod normal, există o populație caracterizată de celule B CO + care sintetizează imunoglobuline polireactive, cu afinitate scăzută, capabile să se lege la mulți antigeni Rolul autoanticorpilor în normă și motivul apariției lor nu este bine înțeles Motivul cel mai probabil pentru formarea de autoanticorpi este reactivitatea încrucișată a epitopilor imunogeni între antigenele agenților infecțioși și moleculele proprii ale organismului Spectrul de stimuli antigenici care înconjoară o persoană este în continuă schimbare, ceea ce duce la formarea de autoanticorpi nepatogeni cu afinitate scăzută Autoanticorpii se găsesc în boli infecțioase și oncologice, procese inflamatorii de diverse origini, intoxicații cronice (alcoolism) sau pe fondul luării de medicamente Prezența factorului reumatoid în hepatita virală C, a anticorpilor antimiocardici în miocardita virală indică marea importanță a infecției în geneza proceselor autoimune Apariția ANA crește ușor la pacienții cu cancer, iar inducerea ANA pe fondul unei tumori indică un prognostic mai bun la pacienții cu cancer Apariția unui număr de autoanticorpi, în special a factorului reumatoid și antinuclear, crește la vârsta înaintată Cu toate acestea, titrurile de autoanticorpi care sunt prezente în mod normal sunt scăzute și relativ instabile DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Posibilitatea utilizării unui anumit tip de autoanticorpi ca indicator de diagnostic este determinată de apariția lor într-o boală autoimună Incidența acelor autoanticorpi care sunt utilizați pentru diagnosticul clinic este de obicei mai mare de - % în patologie, mai puțin de % în boli normale și alte boli Parametrii clinici și de laborator buni ai multor tipuri de autoanticorpi ne permit să-i considerăm markeri de laborator ai acestor boli, adică teste de laborator foarte specifice cu informații de diagnostic excepționale Markerii serologici foarte specifici sunt acele tipuri de autoanticorpi care se gasesc exclusiv in aceasta boala Astfel, markerii serologici foarte specifici includ anti-dsDNA și anti-Sm în LES, anticorpi la antigenul Scl- în sclerodermie Unii autoanticorpi pot fi markeri foarte specifici pentru mai multe grupuri de boli în același timp De exemplu, anticorpii la citoplasma neutrofilelor se formează atât în vasculita granulomatoasă, cât și în bolile inflamatorii intestinale O serie de autoanticorpi caracteristici bolilor autoimune sunt relativ des inregistrati la indivizi sanatosi fara semne ale unei boli autoimune, ceea ce limiteaza semnificativ utilizarea lor diagnostica De exemplu, utilizarea clinică a anticorpilor mușchilor scheletici în miastenia gravis sau a anticorpilor miocardici este limitată deoarece aceștia pot apărea adesea în boli normale sau non-imune De obicei, apariția unor titruri mari de autoanticorpi specifici la indivizii clinic sănătoși este considerată ca un factor de risc pentru dezvoltarea unei boli autoimune Autoanticorpii din serul sanguin pot fi detectați cu câteva luni înainte de primele manifestări clinice ale bolii Deci, în poliartrita reumatoidă, anticorpii antigrulină pot fi detectați cu , ani înainte de debutul artritei, detectarea anticorpilor antineutrofili precede dezvoltarea glomerulonefritei cu câteva luni Semnificația clinică a detectării autoanticorpilor depinde parțial de titrurile conținutului de autoanticorpi din serul subiectului De obicei, un conținut ridicat de anticorpi indică o afinitate ridicată a acestora din urmă Aceasta, la rândul său, caracterizează specificitatea și severitatea răspunsului imun Detectarea titrurilor mari de anticorpi indică de obicei o boală autoimună, în timp ce titrurile scăzute sunt adesea normale și nu specifice În absența tratamentului imunosupresor în bolile autoimune, nivelul autoanticorpilor rămâne de obicei la un nivel ridicat pentru o perioadă lungă de timp În prezența anticorpilor pe fondul infecției sau al inflamației non-imune, titrurile de anticorpi sunt de obicei instabile Autoanticorpii pot fi induși de un proces inflamator, infecțios, oncologic sau provocați de numirea anumitor medicamente Pentru a distinge inducerea tranzitorie a autoanticorpilor de prezența cronică a autoanticorpilor într-o boală autoimună, poate fi necesară repetarea studiului Având în vedere că timpul de înjumătățire al imunoglobulinelor serice este de aproximativ luni, timpul minim între studii repetate ar trebui să fie mai mare de șase luni În același timp, producția de autoanticorpi în bolile autoimune nu este o valoare constantă Incidența autoanticorpilor poate crește odată cu durata bolii autoimune, așa cum se întâmplă în poliartrita reumatoidă, sau poate scădea sub pragul de detecție în timpul primului an de boală în diabetul zaharat Autoanticorpii sunt sintetizați ca parte a rezervorului normal de imunoglobuline serice din sânge de către celulele plasmatice ale măduvei osoase, ganglionilor limfatici și splinei, cu toate acestea, în timpul răspunsului imun într-un proces autoimun, producția de anticorpi în focarul inflamației poate DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE dobândesc caracteristici speciale, de exemplu, clonalitatea imunoglobulinelor se poate modifica De exemplu, în scleroza multiplă, există o creștere pronunțată a sintezei locale de anticorpi și răspunsul imun în lichidul cefalorahidian devine oligoclonal, iar în crioglobulinemia mixtă, factorul reumatoid monoclonal este inclus în compoziția cioglobulinelor serice Deși majoritatea autoanticorpilor servesc ca martori ai inflamației autoimune și conținutul lor nu se corelează cu activitatea bolii, detectarea anumitor tipuri de autoanticorpi în bolile reumatice indică trăsături caracteristice ale evoluției clinice Deci, la pacienții cu un set specific de anticorpi în ser, se observă un curs special al bolii, diferit de simptomele pacienților care nu au acești anticorpi Cu SLE însoțită de formarea de anticorpi la Ro / SS-A, glomerulonefrita este mai puțin frecventă decât la pacienții cu un titru ridicat de anticorpi la dsDNA, dar există un anumit risc de a dezvolta leziuni cutanate și o tendință de fotosensibilitate crescută În acest sens, determinarea anticorpilor antinucleari (ANA) permite medicului să prezică și uneori să prevină dezvoltarea complicațiilor Dinamica titrului anumitor tipuri de anticorpi în cursul bolii are o valoare prognostică O creștere a concentrației de anticorpi la dsDNA precede izbucnirea LES, iar terapia patogenetică precoce poate salva pacientul de la dezvoltarea simptomelor clinice sau poate reduce severitatea acestora; Alocarea pacienților cu unul sau altul tip de autoanticorpi într-un grup separat, adesea omogen din punct de vedere clinic, este confirmată de detectarea unui genotip HLA specific al pacienților cu un anumit tip de ANA De exemplu, pacienții cu dermatomiozită care au anticorpi împotriva Jo- în serul lor sanguin sunt caracterizați exclusiv prin genotipul HLA-DR (DRwl ) și HLA-DRw Astfel, rezultatele studiului conținutului de autoanticorpi și spectrul acestora indică caracteristicile funcționării sistemului imunitar și reflectă predispoziția sa specială la formarea răspunsurilor autoimune Datorită mecanismului patogenetic comun de inducere a autoanticorpilor, varietățile lor specifice pot fi grupate în familii care reacționează cu ținte de același fel De exemplu, toți membrii familiei ANA reacționează cu antigenele ribonucleoproteice nucleare; autoanticorpii aparținând familiei de anticorpi citoplasmatici antineutrofili reacționează cu un set de antigeni localizați în granulele azurofile ale citoplasmei neutrofile Fiecare tip de autoanticorpi, chiar și direcționați către un antigen, este o populație policlonală de anticorpi reprezentată de molecule de imunoglobulină cu proprietăți fizico-chimice diferite Acest lucru se datorează că anticorpii policlonali reacţionează cu diferiţi epitopi de pe suprafaţa moleculei de antigen, iar puterea de legare a fiecărei molecule de anticorp la antigen (afinitatea) este diferită Desigur, în mod ideal, metoda de laborator imunologic ar trebui să permită stabilirea nu a unui tip de moleculă (cum se întâmplă în majoritatea testelor tradiționale de laborator), ci a unui spectru de autoanticorpi direcționați către diferiți antigeni Mai mult, fiecare anticorp diferă semnificativ de ceilalți responsabili, greutatea moleculară și puterea de legare la antigen, care depinde de condițiile de reacție Nu există o astfel de metodă ideală În practică, sunt utilizate mai multe metode pentru a descrie cu precizie spectrul de autoanticorpi, fiecare dintre acestea având propriile avantaje și dezavantaje Ca urmare, interpretarea rezultatelor unui studiu al unui indicator de laborator depinde de metoda prin care este determinat Caracteristicile de detectare a autoanticorpilor conduc la faptul că un test poate avea până la opțiuni de răspuns, inclusiv prezența unui autoanticorp, titrul acestuia, precum și mai multe tipuri diferite de anticorpi care se leagă de substrat De obicei, în prima etapă a testării, se folosește o metodă care are maximum DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE sensibilitate, care conține cea mai largă gamă posibilă de antigene Clarificarea specificității autoanticorpilor detectați este posibilă folosind teste de confirmare prescrise pe baza rezultatelor testării primare O altă caracteristică a detectării practice a autoanticorpilor, care decurge din natura biologică a acestui fenomen, este că nu există o abordare absolut corectă pentru măsurarea conținutului de autoanticorpi Faptul este că majoritatea testelor imunologice se bazează pe legarea unui autoanticorp și a unui antigen țintă Rezultatul testului depinde atât de concentrația de autoanticorpi, cât și de afinitatea autoanticorpului și a antigenului În bolile autoimune, anticorpii specifici au de obicei afinitate mare Cu toate acestea, o concentrație mare de autoanticorpi cu afinitate scăzută poate da un semnal mai puternic decât o concentrație scăzută de autoanticorpi specifici cu afinitate mare La pacientii cu LES în care se sintetizează un număr mare de anticorpi polispecifici ca urmare a activării policlonale a celulelor B, în testele serologice se observă reacții fals pozitive pentru depistarea anticorpilor împotriva virusului hepatitei C În același timp, în nefrita lupică cu sindrom nefrotic, ser IgG se pierde ca urmare a proteinuriei neselective Ca urmare, la niveluri scăzute de IgG, testele pentru detectarea autoanticorpilor pot fi fals negative Detectarea nespecifică și reticulare a autoanticorpilor în unele teste imunologice, prezența titrurilor scăzute de autoanticorpi în condiții normale necesită adesea alocarea unei "zone gri" sau a unei "zone cu rezultate discutabile" În cazul titrurilor scăzute de autoanticorpi, care se pot datora legării nespecifice a autoanticorpilor sau prezenței unor markeri serologici specifici, dar la o concentrație scăzută, interpretarea rezultatului depinde de stabilirea problemei clinice Dacă vorbim despre excluderea naturii reumatice a bolii în diagnosticul diferențial al patologiei non-reumatice, atunci rezultatul poate fi interpretat ca negativ Atunci când testul este utilizat pentru a confirma boala reumatismală la un pacient cu alte semne clinice de boală reumatică, rezultatul testului trebuie considerat pozitiv În ciuda anumitor dificultăți în interpretarea rezultatelor unui examen imunologic, precum și a unei cantități mari de informații care trebuie luate în considerare la analizarea rezultatelor unei examinări, conținutul informativ al testelor imunologice este foarte mare Caracteristicile stabilirii unei probleme de diagnostic și planificării unui examen imunologic sunt prezentate în tabel - Tabelul - Enunțarea și rezolvarea problemelor de diagnosticare de laborator a bolilor autoimune prin metode imunologice Întrebare clinică Sarcină de diagnostic Program de examinare Cum se exclude diagnosticul? Diagnosticul precoce și evaluarea riscului Test de screening cu sensibilitate ridicată Cum se confirmă diagnosticul? Diagnostic diferenţial Test de confirmare cu specificitate ridicată Granițe de normă și patologie? Clasificarea bolii Setați individual pe baza experienței de laborator și a rezultatelor controlului calității Ce înseamnă rezultatul testului pentru pacient? Prognosticul evoluției bolii Datele din literatura de specialitate în analiza unor cohorte mari de pacienți Cât de des să repeți testul? Controlul terapiei Luați în considerare timpul de clearance al moleculelor studiate DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Planificarea unui examen serologic depinde de problema clinică pe care clinicianul trebuie să o rezolve La rândul său, numirea unor teste specifice depinde de parametrii lor clinici și de laborator Pentru screening se folosesc teste, al căror rezultat negativ cu o probabilitate mare permite excluderea bolii De obicei, acești parametri au metode care vă permit să determinați simultan anticorpi la antigenii aceleiași familii Astfel, numirea factorului antinuclear (ANF) este recomandabilă în etapa de screening pentru boli reumatice, deoarece, de obicei, bolile difuze ale țesutului conjunctiv sunt însoțite de detectarea ANA Un rezultat negativ al ANF face ca diagnosticul de LES sau de scleroză sistemică să fie puțin probabil Adesea, deja în stadiul de screening, este necesar să se efectueze combinații de teste, a căror administrare paralelă reduce semnificativ probabilitatea unei excluderi eronate a unui diagnostic De exemplu, în diagnosticul poliartritei reumatoide, este rațional să se prescrie determinarea factorului reumatoid (RF) și a anticorpilor anticitruline deja la debutul acestei boli Diagnosticul diferențial necesită teste cu o mai mare specificitate De exemplu, când sunt detectate titruri scăzute de ANF, detectarea anticorpilor la dsDNA indică diagnosticul de SLE La fel de importantă este problema rezultatelor testelor care se află în "zona gri" În cazul unui test de screening, un rezultat în "zona gri" ar trebui interpretat ca nespecific, în timp ce la un pacient cu un diagnostic deja stabilit, același rezultat ar trebui atribuit unei concentrații scăzute, dar semnificative de autoanticorpi La rezolvarea problemelor de diagnostic diferenţial, combinaţiile de teste fac ca rezultatul examinării să fie mai convingător Astfel, diagnosticul sindromului antifosfolipidic (APS) folosind anticorpi antifosfolipidici ar trebui extins prin examinare paralelă pentru diagnosticul de LES Testarea combinată îmbunătățește fără îndoială conținutul informațional al examinării pacienților Testarea combinată, inclusiv screeningul paralel pentru diferite boli autoimune care au caracteristici comune, este extrem de informativă în diagnosticul diferențial al bolilor reumatice sistemice Această abordare ne permite să recomandăm seturi de teste și algoritmi de examinare complexi, ceea ce duce în cele din urmă la o creștere a numărului de constatări diagnostice INDICATORI DE LABORATOR ÎN BOLI AUTOIMUNE Detectarea celulelor LE În diagnosticul bolilor autoimune, testele funcționale le includ pe acelea în care măsurarea autoanticorpilor se bazează pe efectul autoanticorpilor asupra unui răspuns biologic Prezența activității biologice a anticorpilor este un indicator obiectiv, mai puțin susceptibil la artefactele testelor imunometrice Dezavantajul metodelor funcționale este standardizarea slabă și reproductibilitatea scăzută, intensitatea muncii și durata scurtă de valabilitate a componentelor sistemului de testare Ca urmare, aproape întotdeauna testele funcționale sunt înlocuite în timp cu metode imunometrice și serologice mai simple și mai fiabile Testul funcțional clasic pentru detectarea autoanticorpilor este detectarea ANA prin metoda de detectare a celulelor LE (celule lupus eritematos) Celulele LE sunt leucocite din sânge care au fagocitat nucleii limfei DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE citate Mai multe mecanisme stau la baza acestui fenomen în LES În primul rând, în LES, limfocitele din sângele periferic suferă apoptoză accelerată, care este considerată ca o încercare de a restabili imunotoleranța pierdută în această boală Fagocitoza nucleelor limfocitelor la leucocite se datorează prezenței ANA în serul sanguin al pacienților, care opsonizează fragmente de nuclee limfocitare pentru absorbția lor de către leucocite Prezența unui ser al pacientului care conține ANA în test este esențială pentru detectarea celulelor LE, ceea ce face posibilă luarea în considerare a acestui test printre alte metode de diagnosticare a ANA Încă de la începutul secolului al XX-lea în puncțiile măduvei osoase ale pacienților cu LES au fost descrise dace hialin în citoplasma celulelor fagocitare și leucocite din sângele periferic încărcate cu material celular Acest fenomen a fost modelat in vitro și a condus la crearea unui test de laborator pentru detectarea celulelor LE Celulele LE au fost numărate într-un frotiu de sânge folosind un microscop cu lumină și coloranți hematologici Datorită simplității și costului redus în timp, această metodă a devenit larg răspândită Cu toate acestea, nu există un singur protocol recomandat pentru detectarea celulelor LE; din cauza sensibilității scăzute și a dificultății de standardizare, nu este recomandat pentru uz clinic Având în vedere parametrii analitici scăzuti ai metodei, absența celulelor LE în analizele repetate nu poate fi considerată un motiv pentru a exclude un posibil diagnostic de boală difuză a țesutului conjunctiv Detectarea ANA de către ANF elimină complet necesitatea acestui test învechit La mijlocul secolului trecut, a fost descris un factor seric responsabil de formarea celulelor LE și de stimularea fagocitozei nucleelor celulare de către mononuclearii din sânge Activitatea factorului a fost observată în fracția gamma globulină a serului sanguin Acest lucru a făcut posibilă utilizarea reacției de imunofluorescență indirectă sau a metodei Koons folosind țesuturi umane ca substrat pentru detectarea ANA Acest test modificat este considerat în prezent principala metodă de detectare a ANF în practica clinică În ciuda faptului că testele funcționale unice sunt utilizate în diagnosticul autoimun, rolul lor rămâne semnificativ în studiul acțiunii patogenetice a autoanticorpilor factor antinuclear Determinarea ANF este testul de laborator cel mai frecvent efectuat în laboratoarele imunologice practice, reflectând importanța sa în diagnosticul bolilor autoimune ANF este o familie de autoanticorpi care se leagă de acizii ribonucleici și proteinele asociate acestora Aceștia apar la peste % dintre pacienții cu boli difuze ale țesutului conjunctiv, cum ar fi LES, scleroza sistemică (SS), boala mixtă a țesutului conjunctiv (MCTD), Sindromul Sjögren (SS) (Tabelul - ) Reprezentanții acestei familii de autoanticorpi pot fi găsiți în bolile infecțioase, inflamatorii și oncologice Varietatea patologiilor însoțite de apariția ANF ne face să bănuim unitatea reacțiilor imunologice în patogeneza lor În același timp, incidența ANF ajunge la - % la indivizii sănătoși clinic și crește ușor la vârstnici DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - O listă scurtă de boli însoțite de prezența factorului antinuclear Apariția bolilor ANF, % Lupus eritematos sistemic Scleroza sistemică Sindromul Sjögren Dermatomiosig, polimiozită - Boala mixtă a țesutului conjunctiv Lupus eritematos discoid - Sclerodermie localizată Artrita reumatoidă (M Poliartrită reumatoidă juvenilă (formă de oligo și poliartrită) - Hepatită autoimună - Ciroza biliara primara - Poliarterita nodoasă - Boli maligne - Avortul spontan cronic - Vârstnici (> ani) Femei sănătoase Conținutul total de ANA din serul sanguin al pacienților este desemnat ca "factor antinuclear" Având în vedere sensibilitatea ridicată a metodei de detectare a ANF, se face adesea o egalitate între prezența AHA în sângele pacienților cu anumite boli și un rezultat pozitiv al detectării ANF În mod tradițional, totuși, "ANF" se referă la un test de imunofluorescență pozitiv pentru detectarea ANA Alte metode pentru detectarea ANA, cum ar fi ELISA, sunt semnificativ inferioare imunofluorescenței indirecte în sensibilitate Nu se recomandă utilizarea termenului "factor antinuclear" pentru indicatorii determinați prin alte metode Mecanismul principal de inducție a ANA pare să fie apoptoza patologică a keratinocitelor, limfocitelor și altor celule, care apare în bolile difuze ale țesutului conjunctiv Corpii apoptotici care conțin antigene ANA seamănă cu particule virale în structură și sunt capabili să inducă răspunsuri imune specifice Anticorpii pot avea o semnificație patogenă, așa cum se arată în legătură cu anticorpii la dsDNA în LES cu afectare renală, dar majoritatea soiurilor de ANA sunt mai degrabă un fenomen secundar în legătură cu distrugerea țesuturilor în bolile autoimune Până în prezent, au fost descrise peste de soiuri de ANA care sunt direcționate împotriva acizilor nucleici, histonelor, proteinelor membranei nucleare, componentelor spliceozomului, ribonucleoproteinelor, proteinelor nucleolare și centromerilor Anticorpii la antigenele citoplasmatice diagnosticați în poli- și dermatomiozita adultă sunt, de asemenea, clasificați ca ANA deoarece acestea sunt direcționate împotriva structurilor riboproteice și mecanisme patogenetice similare sunt probabil implicate în apariția lor Varietatea tipurilor de ANA și rafinarea corelațiilor clinice și de laborator au făcut posibilă utilizarea ANA ca indicator care permite clinicianului să clarifice prognosticul, cursul și, adesea, să prevină progresia bolii Pentru detectarea ANA sunt utilizați o serie de indicatori, care pot fi măsurați folosind diferite metode (Tabelul - ) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Indicatori și metode pentru determinarea anticorpilor antinucleari Indicator Definiție Metodă Scopul definiției Celule LE ANA cu opsonizare nucleară Test funcțional Screening ANA ANF ANA împotriva antigenelor nucleare insolubile și conformaționale Screening ANA prin imunofluorescență indirectă Anticorpi la antigenul nuclear extractibil ANA împotriva antigenilor solubili izolați din celulă Imunodifuzie dublă, contraelectroforeză, screening ELISA pentru ANA Anticorpi anti-dsDNA ANA împotriva acizilor nucleici ELISA, imunofluorescență indirectă, radioimunotest Identificarea speciilor de ANA specifice Anticorpi la ribonucleoproteine Țintele nucleare ale ANA: Sm, RNP, SS-A, SS-B Jo-î, Sc/- , etc Imunodifuzie dublă, contraelectroforeză, ELISA, imunoblot, radioimunotest Identificarea unor tipuri specifice de ANA Prezența ANF în serul sanguin determină detectarea celulelor lupus eritematos (celule LE) în sânge Astfel, celulele LE pot fi considerate ca un indicator secundar al prezenței ANA Sensibilitatea scăzută și reproductibilitatea slabă a testelor utilizate pentru detectarea celulelor LE nu le permit să concureze cu ANF, aceste teste fiind treptat înlocuite complet de metode serologice pentru depistarea AHA FACTORUL ANTINUCLEAR ŞI TIPURI DE LUMINOARE NUCLARE Detectarea ANA este principala metodă de detectare a ANA Rezultatul determinării ANF este prezența autoanticorpilor în titrul de diagnostic, titrul final de diluție a serului, care reflectă afinitatea și concentrația autoanticorpilor, precum și tipul de luminescență a nucleului celular Caracteristicile tehnicii specifice depind de substrat, care poate varia de la criosceze (ficat sau rinichi de șobolan) la linii celulare proliferative cultivate (Kb HeLa), precum și metoda de fixare a țesuturilor, care poate afecta conservarea unui număr de antigeni nucleari ANA Criosecțiile țesuturilor de șobolan ca substrat pentru imunofluorescența indirectă pentru detectarea ANF fac posibilă obținerea unui rezultat semicantitativ care determină titrul maxim de diluție al serului pacientului, la care se păstrează luminescența nucleelor Acesta este testul principal care a fost folosit pentru detectarea ANA în practica clinică de mulți ani, împreună cu detectarea celulelor LE Principalul dezavantaj al utilizării acestei metode este absența unui număr de antigene umani în țesuturile rozătoarelor, ceea ce reduce sensibilitatea testului Recent, a fost înlocuit de IFA Modificarea ulterioară a metodei de detectare a ANF este asociată cu utilizarea unei linii de celule epitelioide transplantabile umane HEp- ca substrat Această linie celulară, derivată din adenocarcinomul laringian uman, este o celulă epitelială mare, poliploidă, nekeratinizată, scuamoasă, care formează un monostrat pe plastic și sticlă Nucleele mari și prezența antigenelor umane au făcut din metoda imunofluorescenței indirecte folosind o linie celulară continuă HEp- metoda principală pentru detectarea ANF În literatura de limbă engleză nu există o denumire unică pentru această metodă, uneori pentru concizie este denumită FANA (Fluorescent Antinuclear Antibody detectăm), la noi se păstrează denumirea acestui indicator - ANF Alte linii celulare umane pot fi utilizate ca substraturi, totuși, datorită morfologiei bune și ușurinței cultivării DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Este linia HEp- care a devenit substratul general acceptat pentru imunofluorescența indirectă Utilizarea acestuia îmbunătățește sensibilitatea testului datorită fluorescenței strălucitoare chiar și cu diluții semnificative ale serului pacientului, iar un miez mare, bogat în eucromatină, vă permite să descrieți cu exactitate tipul de luminescență În plus, utilizarea liniei celulare HEp- contribuie la detectarea anticorpilor Ro/SS-A, precum și a anticorpilor la antigenele nucleolare, care nu sunt detectați atunci când se utilizează țesut de la animale de laborator Printre avantajele HEp- se numără o frecvență ridicată a diviziunii celulare, care face posibilă detectarea anticorpilor împotriva antigenilor exprimați numai în timpul diviziunii celulare și absența unei matrice celulare tisulare, ceea ce face dificilă vizualizarea unei luminiscențe specifice, care este tipică pentru secțiunile histologice Când se utilizează țesuturi de animale de laborator, titrul de diagnostic al ANF este de : - : , în cazul utilizării liniei celulare HEp- , se recomandă utilizarea titrului inițial de : - : Când se lucrează cu astfel de titruri, frecvența de apariție a rezultatelor slab pozitive la indivizii sănătoși clinic nu va depăși % și, în același timp, nu va permite ratarea unor titruri semnificative de ANA la pacienții cu boli difuze ale țesutului conjunctiv Pe fondul exacerbării bolilor reumatice, titrurile ANF sunt mai mari de ' ; în remisie, titrurile scad la : - : Există recomandări pentru notarea rezultatelor detectării ANF, indicând conținutul "în cruci" Acest lucru permite laboratoarelor să economisească reactivii și să reducă costurile cu forța de muncă pentru efectuarea studiilor Totuși, titrul final este mai important decât cantitatea de autoanticorpi legați de substrat, deoarece este direct legat de afinitatea interacțiunii lor cu antigenul Este de dorit să se stabilească titrul final la toți "pacienții pozitivi", ceea ce face posibilă clarificarea prezenței autoanticorpilor de înaltă afinitate în ser, care sunt mai strâns asociate cu activitatea procesului Este necesar să se determine ANF-ul clasei IgG întrucât detectarea ANF, reprezentată de alte clase de imunoglobuline, nu are valoare diagnostică independentă Tipul de luminescență a nucleului celular crește semnificativ conținutul de informații al detectării ANF Utilizarea celulelor HEp- face posibilă caracterizarea a peste de variante diferite de colorare nucleară, care depind de spectrul ANA prezent în serul studiat Cu toate acestea, pentru un laborator practic, este suficient să se facă distincția între variante principale de legare a autoanticorpilor la structurile celulare care conțin antigen Alocați o luminiscență de tip omogen, periferic, granular (mic / mare), nucleolar, centromer și citoplasmatic a nucleului Fiecare tip de luminescență are trăsături caracteristice care fac posibilă distingerea unei variante de alta, precum și un set de antigeni cu care autoanticorpii reacționează în serul pacienților Descrierea tipurilor de luminiscență este o informație clinică valoroasă în sine, în plus, tipul de luminescență poate indica necesitatea anumitor teste de laborator în viitor (Tabelul - ) Tip omogen de luminescență - autoanticorpii reacționează cu acele antigene care sunt distribuite difuz în nucleu, adică fac parte din cromatina Este caracteristic că atunci când este detectat un tip omogen de luminiscență în celulele în diviziune, cromozomii condensați sunt colorați strălucitor Principalele unități structurale ale cromatinei sunt nucleozomii - complexe de ADN și histone Astfel, tipul omogen de luminescență sugerează prezența anticorpilor împotriva nucleozomilor, dsDNA și a anticorpilor împotriva histonelor Apare la pacienții cu LES și lupus indus de medicamente, DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE cât şi la pacienţii cu sclerodermie De obicei, detectarea unui titru ridicat de ANF cu un tip omogen de luminescență indică diagnosticul de LES Tabelul - Tipul de luminescență în imunofluorescența indirectă și prezența anticorpilor antinucleari Til glow Specificitatea anticorpului Caracterizarea antigenului Boala Omogen/periferic dsDNA SLE cromatină ADN Histones Hv Nad, Hgv, H și H | LES de droguri Lamine nucleare omogene atipice Lamine A, B, C Hepatită autoimună Proteine Sm granulare B', B, D E F asociate cu markerul U, U RNP SLE Proteinele RNP A și C asociate cu U RNP SLE Proteina PCNA'Ga kDa asociată cu ADN polimeraza SLE Proteină granulară atipică Ro/SS-A , kDa asociat cu Y -Y ARN SS, SLE La/SS-B kDa, legat la ARN polimeraza sc Scl- kDa antigen ss de sclerodermie Proteina PCNA asociată cu ADN polimeraza SLE Centromer Anticentromer CENP A, B, C CREST Nucleolar Fibrilație granulară grosieră SS ARN polimerază granulară fină cc RM- granular fin (PM/Scl) pm/dm, ss Nucleolar, în funcție de ciclul celular Ku Proteine ale matricei nucleare și kDa SLE ASM citoplasmatică F-actin Hepatită autoimună AMA Complex pirvat-decarboxilază Ciroză biliară primară Anti Jo- , PL- PL- și alte ARNt-sintete pm/dm Tipul periferic de strălucire este adesea izolat separat, deși este un fel de strălucire omogenă Detectarea sa este un artefact de fixare celulară, care duce la redistribuirea cromatinei în nucleu către periferie Este important să se distingă tipul periferic de luminescență de colorarea membranei nucleare, care apare în bolile hepatice autoimune Tipul de luminiscență periferică este tipic pentru pacienții cu anticorpi la ADN-ul dublu catenar și se observă în principal la pacienții cu LES Tipul granular este cel mai frecvent, dar nu este specific Uneori, acest tip de strălucire se numește "pătat" sau "reticulat" Denumirea "granulară" reflectă mai exact acest fenomen, deoarece în acest caz autoanticorpii reacţionează cu granulele din nucleu, reprezentând complexe nucleoproteice supramoleculare Astfel de complexe de proteine și acizi nucleici îndeplinesc o serie de funcții în nucleu care sunt necesare pentru funcționarea normală a celulei Astfel de complexe, în special, includ spliceozomi, care realizează rearanjarea post-transcripțională a ARNm necesară pentru sinteza proteinelor pe ribozomi Compoziția conține multe nucleoproteine diferite, care provoacă o varietate de ținte antigenice atunci când este detectat un tip granular de luminiscență La principalele autoantigene, anticorpi la care duc la DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Vizualizarea tipului granular de luminescență, includ antigenele Sm, Ur-RNP, SS-A, SS-B și PCNA Celulele în procesul de divizare pierd majoritatea complexelor nucleoproteice formate; prin urmare, figurile mitotice din linia celulară nu se colorează cu un tip de luminescență granulară Tipul granular de luminiscență nucleară este notat la pacienții cu LES, SS, SS, DM/PM, RA și într-o serie de alte boli autoimune Titrurile scăzute de ANF cu tip granular predomină în serurile sanguine ale indivizilor sănătoși clinic cu ANF fără semne de boală sistemică Tipul nucleolar de fluorescență apare atunci când antigenele nucleolare acționează ca ținte ANA Tipul nucleolar de luminescență este caracteristic sclerodermiei și varietăților sale Tipul nucleolar de fluorescență este determinat la pacienții cu anticorpi la componentele nucleolului, cum ar fi ARN polimeraza , NOR, U fîNP, PM/ScL Tipul de fluorescență centromerică se observă în timpul formării de anticorpi la centromerii cromozomilor; se găsește numai în celulele în diviziune Prezența acestui tip de fluorescență este caracteristică variantei CREST a sclerodermiei Tipul citoplasmatic de luminiscență indică anticorpi la sintetazele ARNt, în special la Jo-I, care se formează în timpul polimiozitei În plus, este detectat la pacienții cu ANA direcționat împotriva altor componente ale citoplasmei celulare: anticorpi la actină în hepatita autoimună, anticorpi la mitocondrii în ciroza biliară primară Adesea poate exista o combinație de mai multe tipuri de luminiscență, de exemplu, fin-granulară și nucleolară, care este tipică pentru anticorpii la Scl- Mai mult decât atât, adesea la diluții mici, predomină un tip de fluorescență, de exemplu, granulară, iar la diluții ulterioare, apare un tip de fluorescență omogen sau centromer, ceea ce indică prezența diferitelor tipuri de AHA în serul pacientului Deși tipul de luminescență oferă medicului anumite date în favoarea unui anumit diagnostic, este necesar să se țină cont de specificitatea relativ scăzută a acestuia și de varietatea fenomenelor întâlnite, ceea ce necesită o examinare suplimentară de laborator Detectarea ANA este baza pentru utilizarea altor teste de laborator care rafinează spectrul ANA în sângele pacienților Având în vedere caracterul informativ extrem al acestui test, testarea și analiza ulterioară a rezultatelor următorului sondaj ar trebui interpretate în funcție de rezultatele evaluării tipului de luminiscență și a titrului ANF Când se utilizează țesuturi de animale de laborator, cum ar fi rinichii sau ficatul unui șobolan, ANA nu este detectat la % dintre pacienții cu LES sau titrurile acestora sunt foarte scăzute Acești pacienți sunt trimiși condiționat la grupul de "LES cu ANF-negativ", este necesară o examinare suplimentară pentru a clarifica diagnosticul la astfel de pacienți, în primul rând determinarea anticorpilor la antigenele SS-A Acești antigeni sunt foarte solubili și se pot pierde din nucleele celulare Utilizarea liniei celulare HEp- ca substrat reduce numărul acestei categorii de pacienți, dar cu cel mult % Trebuie luat în considerare faptul că atunci când se utilizează fixarea tradițională metanol-acetonă a liniei celulare, antigenul SS-A poate difuza în citoplasma celulei, rezultând o scădere semnificativă a titrurilor ANF Pentru a elimina aceste neajunsuri, a fost creată o linie de celule transgenice HEp- , în al cărei genotip a fost introdusă artificial gena SS-A a antigenului Datorită acestui fapt, în nucleul său este observată supraexprimarea antigenului SS-A ceea ce crește ușor sensibilitatea detectării ANA Cu toate acestea, chiar și utilizarea liniilor celulare transgenice nu elimină complet problema "SLE ANF-negativ" Chiar și cu cea mai riguroasă examinare DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE - % dintre pacienţii cu LES aparent clinic nu prezintă concentraţii diagnostice de ANF Anticorpi antinucleari Nomenclatura soiurilor specifice de ANA depinde atât de țintele nucleare ale autoanticorpilor, cât și de metodele prin care sunt determinati Separat, se izolează AHA care reacţionează cu acizii nucleici, în primul rând ADN: anticorpi la antigeni solubili în apă care pot fi extraşi cu soluţii apă-sare - anticorpi la antigenul nuclear extractibil (ENA); anticorpi la antigeni insolubili în apă, precum și antigene conformaționale care sunt distruse în timpul izolării pregătitoare din nucleul celulei Rafinarea țintelor antigenice pentru ANA depinde de substratul antigenic utilizat în imunotestele Substratul care conţine antigen poate fi nativ, adică obţinut cu o purificare minimă sau cu o purificare ridicată Antigenele proteice pot fi obținute prin inginerie genetică sau obținute prin metode chimice de sinteză a peptidelor Utilizarea uneia sau alteia metode de purificare sau sinteză a unui autoantigen depinde de natura sa biochimică și de caracteristicile autoanticorpilor care se leagă de acesta Proteinele recombinante și peptidele sintetice sunt mai convenabile de lucrat, deoarece metodele de preparare a acestora sunt ușor standardizate Cu toate acestea, cu cât antigenul este mai puțin purificat, cu atât păstrează mai mult structura terțiară; prin urmare, interacțiunea autoanticorpului este mai aproape de condițiile de interacțiune w ѵrga Cele mai multe tipuri de ANA sunt direcționate către complexe complexe de acizi ribonucleici și proteine Studiul ANA a depășit adesea descoperirea proteinelor funcționale și a complexelor riboproteice, conducând la o nomenclatură dublă în descrierea unor tipuri de ANA, incluzând atât denumirea comună pentru autoanticorp, cât și denumirea unei proteine nucleare specifice De obicei, unui tip de ANA i s-a dat un nume pe baza numelui pacientului la care acest tip de ANA a fost descoperit pentru prima dată Nomenclatura mai modernă se bazează pe țintele celulare ale autoanticorpilor cu care aceștia interacționează Astfel, anticorpii la antigenul Ro / SS-A (Ro - după numele pacientului, Robair, SS-A - antigenul sindromului Sjogren A) sunt direcționați împotriva proteinelor de și kDa asociate cu ARN din spliceozom, iar anticorpii împotriva La / SS-B (La - după numele de familie al pacientului, Lapîere, Sindromul Sjogren B anfigeri) este îndreptat împotriva proteinei asociate cu ARN polimeraza Nomenclatura autoanticorpilor bazată pe numele pacienților devine treptat un lucru al trecut, în literatura modernă denumirea de antigene cu indicarea masei moleculare, de exemplu masa moleculară a antigenului SS-A și kDa Se poate întâmpla ca anticorpi cu specificități diferite direcționați către mai mulți antigeni antinucleari să fie detectați simultan într-un singur ser Unii anticorpi sunt adesea definiți împreună, cum ar fi anticorpii la SS-A și SS-B sau antigenele U-RNP și Sm Aceste asocieri se datorează faptului că antigenele fac parte dintr-un singur complex proteic cu care reacţionează autoanticorpii Unele soiuri de ANA pot apărea adesea concomitent datorită faptului că apar în aceeași boală sau în sindroame suprapuse Anticorpi la antigenul nuclear extractibil ENA conține o fracțiune de proteine nucleare solubile care pot fi obținute din nucleul celulei Constă din antigene ribonucleoproteice principale ANA, cum ar fi SS-A, SS-B, Sm, U}-RNP, ( - și Jo- ), precum și o serie de alți antigeni minori DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Utilizarea ENA în tehnicile de "imunodifuzie dublă" și "contraelectroforeză" poate fi aplicată pentru a depista aceste specificități de autoanticorp Metodele de screening care utilizează AEN sunt puțin sensibile și, în comparație cu ANF, pot diagnostica doar - % din serurile pozitive Cu toate acestea, specificitatea ridicată a metodelor le permite să fie utilizate ca metode de comparație cu alte teste mai sensibile De obicei, detectarea anticorpilor la EN A se realizează împreună cu determinarea ANF pentru a nu rata cazurile de "LES ANF-negativ" Trebuie remarcat faptul că sistemele de testare ELISA permit screening-ul pentru detectarea anticorpilor împotriva ENA la pacienții reumatologici Diferența dintre sistemele de testare pentru screening este că un amestec de antigeni este plasat în godeul de incubare, iar un rezultat pozitiv al testului indică faptul că pacientul are una sau mai multe soiuri de ANA în același timp Ținând cont de sensibilitatea ridicată a metodei ELISA în general, utilizarea acesteia este mai justificată pentru screening-ul ANA, cu toate acestea, este necesar să ne amintim de incidența mare a reacțiilor nespecifice atunci când se utilizează Există tipuri principale de ELISA pentru detectarea prin screening a anticorpilor la AEN Într-un caz, în godeu se adaugă un extract nuclear total, iar în celălalt, un amestec de proteine recombinate purificate, care sunt principalele tipuri de antigene ribonucleoproteice Utilizarea unui amestec de proteine recombinante face examinarea mai specifică și îmbunătățește standardizarea detectării autoanticorpilor În același timp, nu toți antigenele ANA pot fi aplicate pe o placă ELISA, în urma căreia testele combinate pierd până la % din rezultatele pozitive Anticorpi la ADN-ul dublu catenar În LES, anticorpii la ADN-ul dublu catenar (dsDNA) pot fi detectați la - % dintre pacienți; aceștia sunt caracterizați printr-un tip omogen de fluorescență a nucleului celulelor HEp- atunci când este detectat ANF Motivul formării lor este sensibilizarea la componentele materialului nuclear eliberați din nucleii celulari în timpul apoptozei Detectarea anticorpilor la dsDNA este capabilă să "predice" dezvoltarea LES chiar înainte de manifestarea unei imagini detaliate a bolii Astfel, în observație prospectivă, LES se dezvoltă în decurs de un an de la detectarea anticorpilor la dsDNA în testul radioimun la % dintre pacienți și doar % dintre acești pacienți rămân sănătoși după ani Anticorpii la dsDNA sunt direcționați către scheletul fosfodiester al moleculei, legarea anticorpilor nu depinde de conformația și secvența sa de nucleotide Interacțiunea se bazează pe legături electrostatice, care sunt extrem de sensibile la pH și concentrația de sare din soluție În același timp, anticorpii la dsDNA (nativ) reacționează încrucișat cu ssDNA (denaturat), ceea ce face dificilă interpretarea rezultatelor testului dacă ssDNA contaminat cu ssDNA acționează ca un antigen Anticorpi anti-ssDNA cu specificitate scăzută găsiți în diferite boli autoimune și infecțioase, inclusiv LES lupusul indus de medicamente, artrita reumatoidă, hepatita cronică activă și mononucleoza infecțioasă recunosc fragmentele dsDNA monocatenar denaturate Capacitatea lor de a se lega de bazele de purină și pirimidină libere din dsDNA duce la faptul că anticorpii la ssDNA sunt adesea detectați în testele care vizează detectarea anticorpilor la dsDNA Prin urmare, pentru a detecta anticorpi la dsDNA, care se găsesc numai în LES și sunt printre cei mai specifici markeri ai acestei boli, este necesar să se utilizeze teste care să permită detectarea legării anticorpilor doar la dsDNA DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Pentru a determina anticorpii la dsDNA prin ELISA, este dificil să se păstreze structura nativă a moleculei Molecula dsDNA poartă o sarcină negativă și nu poate fi aplicată direct pe plasticul încărcat negativ al plăcii ELISA Pentru a aplica dsDNA la fundul godeurilor, este necesar să folosiți proteina încărcată pozitiv protamina Pe de altă parte, iradierea dsDNA îl face mai reactiv și sensibilizează plăcile ELISA Ambele metode de sensibilizare duc la despiralizarea dsDNA pentru a forma un număr semnificativ de molecule monocatenar Acest lucru duce la faptul că majoritatea testelor imunosorbente legate de enzime pentru detectarea anticorpilor la dsDNA sunt relativ nespecifice Reumatologii practicieni trebuie să fie conștienți de această caracteristică de detectare a anticorpilor la dsDNA și să interpreteze cu prudență titrurile scăzute ale acestui indicator Pentru a rezolva problema specificității examinării au fost dezvoltate metodele NRIF și metoda radioimună, care au o specificitate semnificativ mai mare Metoda IRIF se bazează pe utilizarea celulelor microorganismului flagelar protozoar Crithidia llucidae, care conțin o moleculă dsDNA nemăsurată Acest microorganism aparține genului Trypanosomes, este nepretențios și se pretează bine cultivării în laborator La baza flagelului se află o kinetoplastă constând dintr-un mitocondriu gigant care conține ADN circular dens Această moleculă mitocondrială dsDNA fără ARN și nucleoproteine asociate este un substrat ideal pentru imunofluorescența indirectă Dacă pacientul are anticorpi la dsDNA, la baza flagelului este detectată o fluorescență strălucitoare Prezența histonelor în ADN-ul kinetoplastului poate duce la un rezultat fals pozitiv la un pacient care are anticorpi la histone Ca și alte metode imunofluorescente, testul cu ajutorul C Ісіііа oferă doar un rezultat semicantitativ, de aceea este indicat să-l combinați cu metoda ELISA Cea mai bună metodă de detectare a anticorpilor la dsDNA este metoda radioimunotestului, cunoscută sub numele de test Farr Metoda Farr este una dintre metodele clasice prin care se studiază afinitatea de legare a unui anticorp la un antigen Reacția de legare a anticorpilor la dsDNA marcați cu un izotop radioactiv are loc în soluție, ceea ce face posibilă prevenirea despiralizării ADN-ului Complexele imune rezultate ale anticorpilor dsDNA și anti-dsDNA sunt precipitate cu soluție saturată de sulfat de amoniu Precipitatul este spălat în mod repetat, iar conținutul etichetei radioactive este citit într-un contor de radioactivitate Rezultatul testului este exprimat fie ca procent de legare la dsADN, fie în unități de radioactivitate Datorită preciziei sale ridicate, testul Farr este folosit ca "standard de aur" pentru determinarea cantitativă a anticorpilor la dsDNA Cele mai multe dintre studiile care indică rolul concentrațiilor de anticorpi anti-dsDNA în monitorizarea activității bolii au fost efectuate cu ajutorul radioimunotestului Farr, dar este posibil ca aceste rezultate să nu fie întotdeauna pe deplin confirmate folosind alte teste O nouă generație de sisteme de testare ELISA pentru detectarea anticorpilor la dsDNA face posibilă depășirea parțială a problemei despiralizării moleculelor De exemplu, pentru a sensibiliza plăcile, biotinilarea plasmidei circulare dsDNA este utilizată în timp ce partea inferioară a plăcilor este acoperită cu avidină O altă abordare este tratarea plăcilor cu exonuclează N distrugând secțiuni cu un singur helix ale DIIK Aceste abordări ating o specificitate aproape de - % Metodele ELISA au o sensibilitate de aproximativ %, în timp ce un test Farr pozitiv este notat la % dintre subiecți, iar NRIF pentru C ІІІIA este pozitiv la mai puțin de % dintre pacienți Un număr de laboratoare de practică utilizează ELISA pentru a detecta autoanticorpi, iar specificitatea de legare este confirmată de NRIF DIAGNOSTICUL GIC AL BOLILOR AUTOIMUNE Anticorpii la dsDNA sunt implicați în patogeneza vasculitei lupice și a nefritei lupice Titrurile de anticorpi la dsDNA se corelează strâns cu concentrația de complexe imune circulante (CIC) care conțin IgG din serul sanguin al pacienților cu LES Studiile eluatelor din glomeruli renali ale pacienților care au murit din cauza LES indică o concentrație mai mare de anticorpi la dsDNA în eluat comparativ cu concentrația lor în ser Acest lucru a făcut posibilă suspectarea importanței complexelor imune care conțin anticorpi la dsDNA în patogeneza leziunilor renale în LES Descoperirea capacității dsDNA de a se lega de membrana bazală glomerulară a contribuit la întărirea teoriei afectării imunocomplexului renal în LES ducând la formarea complexelor imune în glomerul în cit cu activarea complementului, consumarea rezervelor sale de ser și formarea de infiltrate inflamatorii Majoritatea pacienților cu forme renale active de LES au anticorpi la dsDNA Pentru a determina riscul de afectare a rinichilor, se recomandă ca toți pacienții cu LES să fie testați pentru anticorpi anti-dsDNA și hipocomplementemie Afinitatea anticorpilor față de dsDNA din ser este o valoare în continuă schimbare Deci, în timpul exacerbării glomerulonefritei, conținutul de anticorpi cu afinitate mare în serul pacientului este foarte mic, dar în eluate din glomeruli renali, conținutul de anticorpi cu afinitate mare este foarte mare În timpul remisiunii, titrurile serice ale anticorpilor anti-dsDNA cu afinitate ridicată cresc treptat, iar nivelurile lor sunt maxime chiar înainte de izbucnirea glomerulonefritei Prin urmare, dinamicii concentrației de anticorpi la dsDNA i se acordă o valoare prognostică mai mare chiar și în comparație cu conținutul lor absolut O creștere a titrului de anticorpi la dsDNA (dublarea titrului în luni) și hipocomplementemia preced dezvoltarea hematuriei și proteinuriei în % din cazuri Biopsia renală la acești pacienți relevă aproape întotdeauna modificări semnificative mediate imun chiar și în absența semnelor clinice de exacerbare O creștere a titrului de anticorpi anti-dsDNA pe parcursul mai multor săptămâni este un precursor al unui focar de LES Recunoașterea precoce a acestor afecțiuni și terapia activă cu steroizi/imunosupresive joacă un rol semnificativ în reducerea mortalității și a dizabilității în rândul pacienților cu boală renală în LES La pacienții cu LES cu un conținut ridicat de anticorpi cu afinitate scăzută în metoda ELISA, se observă mai des leziuni ale sistemului nervos central Anticorpi la ADN monocatenar Anticorpii anti-ssDNA sunt chiar mai frecventi în LES decât anticorpii anti-dsDNA și pot fi găsiți la aproximativ % dintre pacienții cu LES Deși nu sunt specifici pentru LES, detectarea lor în eluații pacienților care au murit din cauza glomerulonefritei poate indica rolul anticorpilor anti-ssDNA în patogenia afectarii rinichilor în nefrita lupică În alte boli ale țesutului conjunctiv, prezența lor este diagnosticată cu o frecvență similară Anticorpii la ssDNA pot fi detectați într-o varietate de alte condiții patologice, traume masive, infecții și la indivizi sănătoși clinic Incidența ridicată a anticorpilor la ssDNA la pacienții cu cancer care primesc terapie citotoxică Lipsa de specificitate în detectarea acestor autoanticorpi limitează în mare măsură utilizarea lor în practica clinică Determinarea anticorpilor la osDNA din clasa IgM în serul pacientului este importantă pentru diagnosticul de lupus eritematos discoid În forma cutanată de lupus, însoțită de formarea de anticorpi la ssDNA, există o incidență mare a unei boli sistemice sub forma unei forme generalizate de LES Aproximativ % dintre pacienții cu lupus cutanat care sunt negativi pentru ANF DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE conducând imunofluorescență indirectă, au un titru semnificativ de anticorpi la osDNA clasa IgM Astfel de pacienți sunt clasificați ca "LES ANA-negativ" Anticorpi la histone Acești anticorpi reacționează cu componentele proteice ale nucleozomilor complexelor DIIK-proteine Anticorpii la histone reacţionează cu cromatina distribuită difuz în nucleul celulei, ceea ce duce la un tip omogen de luminescenţă nucleară atunci când se utilizează celule HEp- Fiecare nucleozom are aproximativ de perechi de baze! ADN înfășurat în jurul nucleului, din proteinele histonice H, , H B, H și H ; Hx acoperă ADN-ul în spațiile dintre nucleozomi La % dintre pacienții cu LES, autoanticorpii sunt direcționați către histonele C și H B, în timp ce A FIA către alte tipuri de histone sunt mult mai puțin frecvente Titrurile ridicate de anticorpi la histone sunt caracteristice lupusului indus de medicamente, deși această relație nu este absolută Ele pot fi detectate împreună cu anticorpii la ssDNA și utilizați pentru diagnosticul acestuia, cu toate acestea, determinarea anticorpilor la histone nu este printre cele mai frecvente teste de laborator Lupusul indus de medicamente este rezultatul unui efect secundar al medicamentelor farmaceutice Lista medicamentelor pentru care a fost descris lupusul indus de medicamente este destul de extinsă Cel mai frecvent sindrom lupus indus de medicamente este observat în timpul tratamentului cu fenitoină, chinidină, hidralazină, metildopa, procainamidă, clorpromazină și izoniazidă Sindromul se caracterizează prin dezvoltarea unei boli asemănătoare lupoidului cu febră și poliserozită Lupusul indus de medicamente apare de obicei fără afectarea rinichilor Doar la administrarea D-penicilinamină ^ s-a descris dezvoltarea glomerulonefritei, leziuni cutanate și apariția anticorpilor la dsDNA Pacienții cu LES indus de medicamente sunt caracterizați prin titruri foarte mari de ANA și aproape toți pacienții au anticorpi la histone Anularea medicamentului duce la o scădere treptată a titrurilor de autoanticorpi și la dispariția acestora din serul sanguin în decurs de luni Acest lucru face posibil să se recomande, în diagnosticul diferențial al LES indus de medicament, studiul titrurilor pereche de ANF în termen de șase luni de la întreruperea medicamentului Trebuie avut în vedere faptul că manifestările vasculitei în reacțiile medicamentoase se pot datora și inducției de anticorpi citoplasmatici antineutrofili (ANCA) Anticorpii cu titru ridicat la histone sunt diagnosticați la pacienții cu sclerodermie, precum și la pacienții cu hepatită autoimună La titruri mici, pot fi detectați în artrita reumatoidă și juvenilă, ciroza biliară primară, infecția cu virus Epstein-Barr, schizofrenie, nefropatii senzoriale, Gammopatie monoclonală și neoplasme maligne Se găsesc adesea la vârstnici Nu au fost găsite caracteristici clinice la pacienții cu acest tip de ANA Anticorpi la nucleozomi Nucleozomii sunt structurile universale ale cromatinei și reprezintă principala formă de stocare a ADN-ului eucariot Un conținut semnificativ de nucleozomi circulanți se găsește la pacienții cu cancer în timpul terapiei citostatice, în afecțiuni septice, precum și la pacienții cu LES Se presupune că acest fenomen se bazează pe inducerea apoptozei celulare În LES, a fost stabilit faptul că există apoptoză excesivă a unui număr de celule, în special, limfocite din sângele periferic, celule endoteliale și keratinocite În timpul apoptozei, endonucleazele sparg ADN-ul în spațiile dintre nucleozomi, aceștia din urmă fiind eliberați în fluxul sanguin ADNc liber se găsește în sângele periferic doar ca parte a nucleozomilor În prezent, nucleozomii sunt considerați principalul stimulator al imunogenului DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE răspunsul imun al celulelor T și B în LES Clonele CD + ale celulelor T specifice pentru antigenele nucleozomale pot fi izolate din grupul de limfocite din sângele periferic al pacienților Un număr de peptide imunodominante au fost identificate în compoziția histonelor care induc răspunsuri proliferative și secreție de citokine în culturile de limfocite din sângele pacienților cu LES Când limfocitele CD + specifice antigenului intră în contact cu celulele B în culturi vil ro, se observă producerea de anticorpi specifici anginucleozomali și de anticorpi la dsDNA Antigenii unor virusuri sunt capabili să se asocieze cu nucleozomi pentru a forma complexe imunogene care pot induce transformarea blastică în culturile de limfocite din sângele periferic ale pacienților cu LES Imunizarea cu nucleozomi ai animalelor de laborator duce la formarea de ANA, anticorpi la ADN, anticorpi antifosfolipidici și apariția unui număr de semne morfologice de nefrită lupică Anticorpii anti-nucleozomi se găsesc la % dintre pacienții cu LES Relativ rar, se întâlnesc la pacienții cu SS și cu MCTD ( - %) Acest tip de ANA nu este diagnosticat la pacienții cu alte boli ale țesutului conjunctiv și la donatori sănătoși, ceea ce face posibilă clasificarea anticorpilor antinucleozomi ca markeri foarte specifici ai LES Titrurile mari de anticorpi antinucleozomali sunt caracteristice exclusiv pentru pacienții cu LES activ însoțit de nefrită, nivelul acestora corelând pozitiv cu indicatorii activității bolii La monitorizarea conținutului lor, s-a constatat că titrurile de anticorpi la nucleozomi cresc imediat înainte de izbucnirea bolii, în paralel cu dezvoltarea glomerulonefritei Nucleozomii din sânge au o afinitate mare pentru sulfatul de heparan din membrana bazală a glomerulilor și pot fi depuse pe acesta ducând la legarea anticorpilor antinucleozomali și a anticorpilor la dsDNA cu dezvoltarea ulterioară a glomerulonefritei Când se utilizează sisteme de testare ELISA pentru nucleozomi, sensibilitatea este de - % cu o specificitate de peste % Detectarea combinată a anticorpilor la dsDNA și a anticorpilor la nucleozomi poate fi recomandată pentru diagnosticul LES la pacienții cu titruri mari de ANF Anticorpi la ribonucleoproteine Anticorpii la ribonucleoproteine (reacţionează cu complexe de polipeptide şi PHK) sunt o subfamilie a AHA, incluzând anti-Sm, anti-otNAR (IJ^RNP), anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B Toate aceste proteine fac parte din spliceozomi, complexe supramoleculare care rearanjează ARNm Aceste tipuri de ANA sunt mai frecvente în LES decât anticorpii la dsDNA Toate ANA la ribonucleoproteine sunt caracterizate prin tipul granular de luminescență ANF pe linia celulară HEp- Concentrația de anticorpi la ribonucleoproteine în serul pacienților cu boli difuze ale țesutului conjunctiv (DCT) este neobișnuit de mare Dacă anticorpii la dsDNA sunt detectați prin metode extrem de sensibile, cum ar fi imunofluorescența, radioimunoprecipitarea și imunotestul enzimatic, atunci anticorpii la ribonucleoproteine sunt determinați prin metode specifice, dar insensibile de imunodifuzie și contraelectroforeză În serul pacienților, ambii anticorpi pot prezenta ribonucleoproteine izolat și împreună cu anticorpi la dsDNA Semnificația clinică a anticorpilor la riboproteine este dificil de supraestimat datorită valorii lor prognostice Ei definesc un grup de pacienti cu LES la care leziunile cutanate sunt simptomul clinic principal Deși afectarea rinichilor nu este exclusă la acești pacienți, incidența glomerulonefritei lupice la acest grup de pacienți este mult mai mică decât în cazul lupusului anti-dsDNA pozitiv Detectarea ribonucleoproteinei ANA în SS indică probabilitatea apariției simptomelor extraglandulare ale bolii, DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE iar prezenţa U^RNP face posibilă clasificarea pacienţilor în grupa bolii mixte ale ţesutului conjunctiv Anticorpi la antigenul Sm În , Tap și Kunkei au descris un sistem de antigene Sm care a reacționat cu anticorpii din serul unui pacient pe nume Smith Sw-antiene formează aproximativ proteine care alcătuiesc nucleul snRNP (ribonudeoprotdn nuclear mic) - complexe riboproteice, inclusiv molecule mici de ARN nuclear (srnRAA) și proteine asociate Miezul complexului, care include antigenul Sm, este acoperit cu proteine antigen C-RNP Anticorpii la proteinele Sm-antigen (B/B', D) apar izolat, în timp ce anticorpii la proteinele UX-RNP ( kDa, A, C) pot apărea împreună cu anticorpii la S/?z Atât anticorpii la Sm, cât și anticorpii la U^RNP sunt caracterizați prin tipul granular de luminiscență ANF, care necesită identificarea țintelor ANA specifice folosind teste de rafinare Anticorpii antigenului Sm sunt un marker foarte specific, dar relativ rar al LES ( - % dintre pacienții cu LES) Anticorpii împotriva Sm se găsesc la - % dintre pacienți - reprezentanți ai raselor africane și asiatice, în populația europeană incidența în rândul pacienților cu LES nu este mai mare de % Importanța detectării anticorpilor la antigenul Sm în LES se datorează specificității absolute a acestora, care a fost motivul includerii acestui tip de ANA, alături de anticorpi la dsDNA și celulele LE, în criteriile de clasificare pentru LES ale americanului Asociația de Reumatologie Semnele clinice asociate cu prezența anticorpilor Sm sunt în primul rând o evoluție mai agresivă a bolii, afectarea SNC, psihoza lupică și conservarea relativă a funcției renale Problema necesității monitorizării pentru a prezice exacerbarea bolii nu a fost în cele din urmă rezolvată, dar din cauza apariției scăzute a anticorpilor la Sm, practic nu este realizată Anticorpi la snRNP (U}-RNP) Anticorpii împotriva snRNP sunt direcționați împotriva proteinelor A, C și kDa, care fac parte din ribonucleoproteina care conține ARN nuclear C-mic Anticorpii anti-snRNP apar la aproximativ % dintre pacienții cu LES (Tabelele - ) și, de obicei, apar împreună cu anticorpii antigenului Sm Detectarea izolată a titrurilor mari ale acestor anticorpi este caracteristică unui grup eterogen de pacienți cu semne de SS progresiv, LES și dermatomiozită Această boală se numește boală mixtă a țesutului conjunctiv sau sindromul Sharp Tabloul clinic în CTD este prezentat de o varietate de semne de sclerodermie, inclusiv sindromul Raynaud, sclerodactilie, dismotilitatea esofagiană și boala pulmonară fibrozată, miozita asemănătoare cu cea a polimiozitei, artrita nedeformantă și poliserozita MCTD se caracterizează prin raritatea implicării SNC și păstrarea funcției renale, un răspuns bun la doze mici de glucocorticoizi și un prognostic general favorabil CTD este un caz special al așa-numitelor sindroame încrucișate, care combină tabloul clinic al diferitelor boli ale țesutului conjunctiv Tabelul - Valoarea diagnostică a anticorpilor la sn-RNP (U^-RNP) L-ularea pacientilor Comentariu MCTD Combinație de miozită, sclerodermie și lupus LES dezvoltă adesea sindromul Raynaud, rar - afectarea rinichilor Sindromul lupus eritematos congenital (Clupus) Copil dintr-o mamă snRNP-pozitivă Sclerodermie Aproximativ % dintre pacienți sunt snRNP-pozitivi Polimiozită Aproximativ % dintre pacienți sunt s/jfî/VR-pozitivi DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Există mai multe criterii de diagnostic pentru CTD, dintre care principalul este detectarea anticorpilor anti-snRNP în serul sanguin Cu toate acestea, majoritatea cercetătorilor sunt înclinați să creadă că semnele clinice ale majorității pacienților cu anticorpi la snRNP îndeplinesc criteriile de clasificare pentru LES, dar au forme clinice specifice ale cursului său În mod caracteristic, - % dintre pacienții cu CTD au un test de bandă lupus pozitiv (LTP) în timpul examinării imunofluorescente a biopsiilor de piele Acest test este foarte specific pentru LES, care subliniază încă o dată relația dintre MCTD și LES clasic Pacienții cu LES cu anticorpi anti-snRNP prezintă de obicei sindrom Raynaud, semne de miozită și sclerodactilie Aproximativ - % dintre pacienții cu caracteristici clasice de SS progresivă și unii pacienți cu polimiozită au și anticorpi anti-snRNP Mamele V-IgP pozitive au un risc mare de a da naștere unui copil cu semne cutanate ale sindromului lupoid congenital și blocaj AV congenital Leziunile renale pot apărea și la pacienții cu LES cu anticorpi anti-snRNP, deși incidența acesteia este semnificativ mai mică decât incidența afectarii rinichilor la pacienții cu anticorpi anti-dsDNA Aparent, CTD este o anumită etapă în dezvoltarea bolii, după care are loc o transformare într-o anumită formă clinică Anticorpii împotriva snRNP pot apărea la pacienții cu prezentare clinică de sclerodermie difuză sau polimiozită Astfel, în miopatiile inflamatorii, anticorpii împotriva snRNP se găsesc la aproximativ % dintre pacienți La acești pacienți, boala poate începe cu febră scăzută, artrită și sindrom Raynaud, iar apoi se observă progresia ei treptată odată cu dezvoltarea polimiozitei O imagine similară se observă la pacienții cu PM în prezența anticorpilor împotriva Ro / SS-A, care este însoțită de un tablou clinic al polimioziei, având caracteristicile LES și SS La rândul lor, pacienții diagnosticați cu CTD au anticorpi la ssDNA, histone și anticorpi anticardiolipină cu o frecvență corespunzătoare celei din LES RF apare la aproximativ % dintre acești pacienți Testele care vizează detectarea anticorpilor la snRNP ar trebui efectuate la toți pacienții care sunt pozitivi la testul de imunofluorescență, în special cu un tip de luminescență granulară mare Deoarece nu există date care să indice o modificare a concentrației lor în timpul unei exacerbări a bolii, determinarea titrului lor în timp nu are o semnificație clinică importantă Împreună cu anticorpii la snRNP, RF este detectat în ?/" cazuri, iar anticorpii la alte ribonucleoproteine precum Sm, SS-A și SS-B, precum și anticorpii la dsDNA și la centromerii cromozomiali sunt detectați mai rar Anticorpii la snRNP sunt capabili să pătrundă în celulele vii și să se lege de ținte intracelulare in vivo Folosind metoda citometriei în flux, s-a demonstrat că anticorpii împotriva snRNP sunt capabili să pătrundă în nucleele a jumătate din celulele vii din sângele periferic, iar acest proces nu este o captare obișnuită a IgG serice și depinde de conservarea fragmentului Fc al molecula de imunoglobulina Autoanticorpii pot pătrunde în celulă prin întreruperea permeabilității membranei celulare sau ca urmare a micropinocitozei imunoglobulinelor legate de antigeni expuși pe suprafața celulei În orice caz, acest mecanism încă neexplorat de penetrare a anticorpilor în celulele vii, care a fost demonstrat și în legătură cu anticorpii la topoizomeraza- în sclerodermie, pare să joace un rol în imunopatogeneza DCST Anticorpi împotriva Ro/SS-A Factorul seric la pacienții cu SS, care se leagă de extracte din glandele salivare și lacrimale, a fost identificat sub denumirile Ro și La, în conformitate cu numele pacienților la care anticorpii au fost izolați pentru prima dată Conform DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE nomenclatura modernă, aceste tipuri de anticorpi se numesc SS-A și SS-B (antigenele A și B ale sindromului Sjogreris) Anticorpii Ro/SS-A sunt direcționați împotriva ribonucleoproteinelor nucleare de și kDa, care sunt asociate cu ARN citoplasmatic transcris de ARN polimeraza III Antigenul SS-A este prezent în majoritatea celulelor corpului uman, totuși, în cantități mari în țesuturile limfoide, cum ar fi timusul și splina Anticorpii anti-Ro/SS-A pot fi diagnosticați cu toate testele standard utilizate pentru a detecta ANA Contraelectroforeza este superioară altor metode ca sensibilitate (inclusiv ELISA) și specificitate, care ajunge la %, și este cea mai bună metodă de depistare a acestui tip de ANA în practica clinică Dacă criosecțiile ficatului sau rinichilor de șobolan servesc drept substrat pentru determinarea ANF, atunci majoritatea pacienților cu anticorpi împotriva Ro / SS-A vor fi negativi în timpul imunofluorescenței indirecte, care este inclusă în conceptul de "LES ANF-negativ" Anticorpii anti-Ro/SS-A sunt prezenți la aproximativ % dintre pacienții cu LES, % dintre pacienții cu lupus eritematos discoid (DLE), % dintre pacienții cu SS și aproximativ - % dintre pacienții cu RA Titruri semnificative din punct de vedere diagnostic ale acestor anticorpi pot apărea la % dintre femeile sănătoase cu vârsta cuprinsă între - de ani Anticorpii la antigenul de kDa sunt relativ mai des detectați la pacienții cu LES, în timp ce în SS sunt detectați anticorpi împotriva ambelor antigene de și kDa Anticorpii împotriva Ro / SS-A se găsesc de obicei în populația de pacienți cu LES cu simptome severe de manifestări cutanate de fotosensibilitate similare cu DLE, ceea ce face recomandabil să se caute în mod activ anticorpi împotriva Ro / SS-A atunci când se examinează pacienții cu suspectare de LES cu severitate manifestări ale fotosensibilității (Tabelul - ) Adesea, astfel de pacienți descriu arsuri "prin sticlă", ceea ce indică fotosensibilitate la undele ultraviolete cu undă lungă de energie scăzută Manifestările clinice în LES clasic însoțite de prezența anticorpilor anti-Ro/SS-A includ simptome de fotosensibilitate, SS secundar la % dintre pacienți, afectare pulmonară, limfopenie, mai rar nefrită, trombocitopenie și prezența RF S-a observat că anticorpii împotriva Ro/SS-A apar la un debut relativ târziu al dezvoltării LES după de ani, apărând cu SS secundar Acest tip de boală se caracterizează prin afectarea plămânilor, manifestări neuropsihiatrice și reacții de fotosensibilitate în prezența funcției renale normale Tabelul - Forme clinice de lupus eritematos sistemic, însoțite de formarea de anticorpi împotriva Ro/SS-A cu o masă de kDa Forma clinică Comentariu Lupus ANA negativ La examinarea țintită, % dintre acești pacienți au anticorpi împotriva Ro/SS-A Lupusul cutanat subacut Fotosensibilitatea severă este caracteristică Până la % dintre pacienți sunt fîo/SS-D-pozitivi, simptomele de SS sunt adesea observate Sindromul asemănător lupusului asociat cu deficiența factorilor complementului C, sau C - % dintre pacienți sunt fîo/SS-A-pozitivi, prezintă adesea leziuni cutanate fotosensibile, incidență scăzută a anticorpilor la dsDNA LES cu debut tardiv Lupus cu debut la vârsta de de ani, aproape % dintre pacienți sunt pozitivi pentru Ro/SS-A Caracterizat prin manifestări cutanate, neuropsihice și pulmonare ale LES LES și SS Semne clinice de LES și SS, incidență scăzută a afectarii rinichilor, fotosensibilitate severă adesea și erupții cutanate Lupus eritematos congenital Anticorpii împotriva Ro/SS-A se găsesc la % dintre mame Miozită % dintre pacienții cu polimiozită au anticorpi împotriva Ro/SS-A DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Anticorpii anti-Ro/SS-A sunt detectați în DHQ clasic în % din cazuri La astfel de pacienți, leziunile cutanate sunt localizate în principal în locurile supuse insolației Sunt mici papule sau plăci eritematoase sau leziuni eritematoase circulare închise La pacienții cu DKV se observă prezența unui sindrom musculo-articular, manifestat prin artralgie sau artrită Anticorpii împotriva Ro/SS-A sunt determinați la % dintre mamele ai căror copii suferă de sindromul lupus congenital Baza acestei boli este pătrunderea în sângele nou-născutului prin placenta a anticorpilor împotriva Ro / SS-A Principala caracteristică a lupusului congenital este dermatoza asemănătoare DLE și o varietate de sindroame sistemice și hematologice, inclusiv bloc transvers congenital AC, hepatită, anemie hemolitică și trombocitopenie Dintre manifestările clinice, blocul atrioventricular congenital este cea mai gravă și ireversibilă complicație care necesită instalarea unui stimulator cardiac artificial imediat după nașterea unui copil Alte manifestări extracardiace sunt tranzitorii și se rezolvă după luni, ceea ce corespunde timpului de epuizare a fondului matern de IgG din sângele copilului În experiment, imunoglobulina umană care conține anticorpi Ro/SS-A are un efect cardiotoxic direct la modelele animale ex ilvo Aproximativ jumătate dintre mamele copiilor cu lupus congenital sunt de obicei asimptomatice în momentul nașterii sau au doar ocazional manifestări de SS, LES sau CTD După nașterea copiilor, majoritatea mamelor asimptomatice dezvoltă o imagine a uneia sau altei boli ale țesutului conjunctiv după ceva timp Astfel, toate gravidele cu suspiciune de boală sistemică a țesutului conjunctiv ar trebui să fie examinate de laborator pentru a identifica un grup de risc pentru lupus eritematos congenital S-a stabilit că la pacienții cu SS având anticorpi împotriva Ro/SS-A, la pacienții cu LES cu debut tardiv, însoțit de prezența anticorpilor Ro/SS-A și semne de SS secundar, precum și la pacienții cu LES cutanat subacut lupus, există o incidență crescută a anumitor forme alelice gene complexe majore de histocompatibilitate, în special HLA-B , DR , DQ / , care pot indica o geneză comună a acestor boli Anticorpi la La/SS-B Anticorpii la antigenul SS-B apar la aproximativ - % dintre pacienții cu LES și la aproximativ % dintre pacienții cu SS Anticorpii la La/SS-B sunt direcționați către proteine de și kDa asociate cu transcriptele ARN polimerazei în unele cazuri, La/SS-B și Ro/SS-A reprezintă un singur antigen Anticorpul la La/SS-B este caracterizat de tipul granular mare de fluorescență ANF pe linia HFp- Anticorpii la La/SS-B în marea majoritate a cazurilor sunt observați împreună cu anticorpi la Ro/SS-A, în timp ce aceștia din urmă pot apărea izolat Detectarea comună a acestor tipuri de ANA stă la baza diagnosticului de laborator al SS și are o specificitate ridicată în această boală SS este o boală reumatică care afectează glandele salivare și lacrimale, ducând la xerostomie și xeroftalmie Apariția sa la persoanele de - de ani ajunge la % din întreaga populație, la marea majoritate a femeilor afectând femeile Adesea, SS este însoțită de manifestări extraglandulare, cum ar fi vasculita, iar dezvoltarea limfoamelor este adesea observată pe fundalul său SS primar apare izolat, dar semnele de SS se găsesc în PR, LES și alte boli autoimune ca o combinație de xerostomie și xeroftalmie DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Se presupune că antigenele Ro/SS-A și La/SS-B sunt concentrate pe suprafața celulelor și glandelor epiteliale conjunctivale la pacienții cu boli SS La pacienții cu anticorpi la La/SS-B, există o infiltrare pronunțată a glandelor salivare cu celule B secretoare de imunoglobuline care sintetizează autoanticorpi Deși nu s-au obținut date privind efectul citopatic direct al ANA în SS, glandele salivare sunt, fără îndoială, locul principal pentru producerea de autoanticorpi implicați în formarea CEC și dezvoltarea patologiei imunocomplexului Dacă se găsesc anticorpi împotriva Ro/SS-A în diferite boli autoimune, atunci La/SS-B indică de obicei prezența SS la un pacient Anticorpii la La/SS-B sunt extrem de rari în LES, care apare cu manifestări severe de SS secundar și funcție renală relativ intactă Combinația dintre Ro/SS-A și La/SS-B este adesea observată în combinație cu titruri mari de RF, hiper-gammaglobulinemie și crioglobulinemie Pacienții cu anticorpi împotriva Ro/SS-A și La/SS-B se caracterizează prin debut precoce și durata lungă a bolii, mărirea pronunțată a glandelor salivare parotide și un grad semnificativ de infiltrare limfocitară a glandelor salivare Titrul de anticorpi la Ro/SS-A și La/SS-B se corelează cu gradul de infiltrare limfocitară a glandelor mici Detectarea lor la un pacient cu SS poate prezice dezvoltarea unor astfel de manifestări extraglandulare ale bolii, cum ar fi vasculită, limfadenopatie, splenomegalie, anemie și leucopenie Astfel, anticorpii împotriva Ro/SS-A și La/SS-B reflectă severitatea procesului patologic în SS și riscul de apariție a manifestărilor extraglandulare Totuși, detectarea Ro/SS-A și La/SS-B în SS este caracterizată printr-o sensibilitate relativ scăzută O importanță semnificativă în diagnosticul SS este determinarea anticorpilor la nivelul canalelor glandelor salivare, care se găsesc la - % dintre pacienții cu SS Acești anticorpi reacționează cu citoplasma celulei epiteliale Pentru a-i detecta, NRIF Metoda este utilizată folosind ca substrat țesuturile umane de autopsie De obicei, un pacient cu SS, împreună cu anticorpii la nivelul canalelor, are anticorpi la Ro / SS-A, La / SS-B, RF și alte tipuri de ANA Printre semnele unui proces autoimun în SS, este caracteristică prezența anticorpilor la celulele parietale ale mucoasei gastrice, a antigenelor citoplasmatice neutrofile și a anticorpilor la mitocondrii, care este asociată cu activarea policlonală a legăturii celulelor B a imunității, care induce formarea de clone autoagresive de plasmocite Hiperstimularea celulelor B în SS este cauza apariției frecvente a patologiei limfoproliferative Semnele proliferării celulelor B monoclonale sub forma formării imunoglobulinei monoclonale sunt anulate la % dintre pacienții cu manifestări extraglandulare ale CIP, iar lanțurile ușoare libere de imunoglobuline în urină se găsesc la aproape toți pacienții Proliferarea anticorpilor antigen nuclear celular (PCNA) Anticorpii la PCNA- (antigenul nuclear proliferator) interacționează cu proteina ciclină de kDa implicată în controlul ciclului celular Această proteină apare în celulă înainte de mitoză și suferă degradare după diviziune Anticorpii din LES dau colorarea granulară caracteristică a celulelor mitotice și o linie caracteristică de imunoprecipitare în gel În experimentele in vitro, anticorpii anti-PCNA sunt capabili să inhibe sinteza ADN-ului în celulele mitotice, ceea ce indică posibila semnificație patogenetică a acestora în LES Acest grup de anticorpi se găsește la - % dintre pacienții cu LES Ele pot apărea în PR, dar nu sunt diagnosticate în alte boli reumatismale DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE La pacienții cu LES cu anticorpi la PCNA, împreună cu semne tipice de lupus, sunt detectate glomerulonefrita proliferativă difuză, afectarea SNC și trombocitopenie În mod caracteristic, pacienții cu neuropatie și anticorpi la PCNA- nu au anticorpi la dsDNA Monitorizarea nivelului de anticorpi a arătat că o creștere a titrului de anticorpi la PCNA- însoțește exacerbarea glomerulonefritei, terapia cu steroizi reduce titrul acestora La pacienții cu lupus, o creștere a exprimării PCNA- pe celulele mononucleare din sânge, în principal pe CD J și CD + celule, se notează Procentul de celule pozitive PCNA- se corelează cu activitatea bolii Anticorpi la ribozomi și proteina ribozomală P (RiboP) Ribozomii sunt organite citoplasmatice, dar anticorpii împotriva acestora sunt clasificați ca aparținând familiei ANA Ribozomii sunt organite formate din complexe de proteine și acizi nucleici, funcția lor principală este de a sintetiza proteine pe baza secvenței de ARN mesager În LES, antigenii principali sunt componentele fosfoproteice ale ribozomilor, în primul rând proteinele ribozomale Pu, Pm și P Anticorpii la ribozomi pot fi detectați folosind un test fluorescent și sunt caracterizați printr-o strălucire tipică a citoplasmei celulare Uneori fluorescența citoplasmatică poate fi omisă, pacienții pot intra în grupul "LES ANF-negativ", ceea ce necesită o examinare mai detaliată pentru a detecta acest tip de ANA Anticorpii la proteina ribozomală P sunt foarte specifici pentru LES și sunt prezenți la - % dintre pacienți Anticorpii la ribozomi se găsesc adesea împreună cu anticorpi la antigenul 'n Anticorpii antiribozomali se găsesc în principal la pacienții cu exacerbare a LES, cu afectare a SNC, în special în psihoza lupică și depresie, incidența anticorpilor antiribozomal în aceste afecțiuni este de - % În diagnosticul leziunilor SNC în LES, este recomandabil să se completeze detectarea anticorpilor la proteina ribozomală P cu studiul lichidului cefalorahidian pentru a detecta IgG oligoclonale, care reflectă inflamația mediată imun în SNC Determinarea acestor anticorpi face posibilă distingerea leziunilor SNC pe fondul LES de psihoza cauzată de administrarea de doze mari de hormoni corticosteroizi Alte relații clinice și de laborator între detectarea anticorpilor la ribozomi și tabloul clinic al LES includ dezvoltarea erupțiilor cutanate discoide, fotosensibilitatea și stomatita aftoasă, afectarea ficatului la pacienții cu titruri mari de anticorpi antiribozomali Anticorpi la Ki/Ki și anticorpi la antigenul MAb Ant și gelul la Ki (KI) interacționează cu proteinele matricei nucleare de și kDa Ele au fost descoperite pentru prima dată la pacienții cu sindrom de suprapunere cu manifestări de polimiozită și sclerodermie Acești anticorpi se găsesc la - % din populația populației europene de pacienți cu LES, și la titruri mari care depășesc : Prezența lor este diagnosticată în CTD, sclerodermie și mult mai rar în polimiozită, RA, SS, Graves boala ( %) și hipertensiunea pulmonară primară ( %) Anticorpii împotriva Mab sunt direcționați către antigenul acid nuclear, care este sensibil la proteoliză sub influența tripsinei, dar rezistent la RNază și DNază Acest tip de ANA apare la - % dintre pacienții cu LES, posibil la pacienții cu o evoluție mai activă a bolii Anticorpi la antigenul Scl- (topoizomeraza- ) În SS, principalul tip de ANA sunt autoanticorpii împotriva antigenului ScZ- Acești anticorpi au ca țintă principală o topoizomerază- de kDa Topoizomeraza este una dintre enzimele implicate în mecanismele despiralizării ADN-ului supraînfăşurat necesare pentru trans- DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Gene critice Structura antigenului topoizomerazei este bine studiată; principalul antigen utilizat în metodele ELISA și imunoblot este o proteină recombinată Orice metodă utilizată pentru detectarea anticorpilor la Scl- poate fi confirmată prin imunofluorescență indirectă pe celulele HEp- datorită modelului caracteristic de fluorescență duală, inclusiv fluorescența granulară și nucleolară fină Acest lucru face utilă determinarea ANF ca test de screening înainte de determinarea anticorpilor la Scl- Anticorpii la c/- sunt reprezentați de imunoglobuline IgG și IgA, cu toate acestea, testele de laborator de rutină detectează predominant anticorpi din clasa IgG Anticorpii împotriva topoizomerazei se găsesc în sclerodermia difuză cu afectare a organelor interne (SS) totuși, prezența lor nu exclude prezența sindroamelor încrucișate de sclerodermie cu LES sau SS Anticorpii la Scl- sunt prezenți la % dintre pacienții cu SS la % dintre pacienții cu sclerodermie difuză și la % dintre pacienții cu forme localizate ale acestei boli În cazuri izolate, poate apărea la pacienții cu cancer fără semne de SS sau sclerodermie La pacienții cu sclerodermie difuză cu anticorpi la Scl- , modificări cicatriciale pe pielea degetelor, dezvoltarea sclerozei centrale și afectarea rinichilor și inima sunt mai frecvente Anticorpi la centromeri Antigenul principal este proteina centromerică CENP-B, care face parte din centromer - părți ale cromozomului eucariot necesare pentru formarea fusului de diviziune în timpul mitozei Țesuturile animalelor de laborator exprimă slab antigenele anticorpilor centromerici; prin urmare, ANF pe linia celulară HEp- este metoda principală de detectare a acestor anticorpi în practica clinică Anticorpii la centromeri sunt bine vizualizați pe celulele HEp- datorită luminiscenței în celulele în diviziune, în care cromozomii sunt compacti Dacă cromozomii sunt în stadiul de spiralizare, în nucleul celulei fluoresc granule mici sau se observă o imagine a fusului de fisiune, subliniată de luminescența centromerului Anticorpii anticentromerici se găsesc la titruri mari atunci când se utilizează linia HEp- , care se caracterizează printr-o frecvență ridicată a diviziunilor celulare Imunoblotting are doar avantaje minore datorită obiectivității mai mari a rezultatelor testelor Anticorpii centromeri și anticorpii anti-Scl- coexistă rareori Imunoblotting arată că în % din cazuri, pacienții cu Scl- au și anticorpi anticentromerici Adesea acești pacienți sunt diagnosticați cu Ro/SS-A și La/SS-B, PM-Scl, anticorpi antimitocondriali Anticorpii centromeri sunt un marker serologic pentru sindromul CREST, care este o formă relativ benignă de sclerodermie difuză caracterizată prin calcificări subcutanate, sindrom Raynaud, esofagită, sclerodactilie și telangiectazii pe pielea trunchiului Titrurile anti-centromer nu reflectă activitatea bolii Anticorpii anti-centromer sunt detectați la % dintre pacienții cu CREST, la % dintre pacienții cu SS și la % dintre pacienții cu sindrom Raynaud izolat La acest grup de pacienți sunt prezente semne clinice tipice ale sindromului CREST: absența contracturilor cicatriciale ale degetelor, umflarea mai pronunțată a degetelor (comparativ cu scleroza), calcificarea fasciei și a tendoanelor Pacienții cu anticorpi la centromeri sunt mai în vârstă, durata bolii au de obicei mai mult decât la pacienții cu sclerodermie fără acești anticorpi Este legat de asta că la astfel de pacienți afectarea organelor interne este mai puțin frecventă, procesele atrofice pe piele sunt mai puțin frecvente, dar sunt adesea prezente calcificarea și gangrena ischemică a degetelor Aproape toți pacienții cu anticorpi anticentromerici au un sindrom Raynaud pronunțat DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Anticorpii anticentromerici sunt prezenți în serul a % dintre pacienții cu sindrom Raynaud idiopatic, însoțit de artralgie Jumătate dintre ei dezvoltă un tablou clinic complet al sclerodermiei în câțiva ani Astfel, anticorpii anticentromeri pot servi ca un precursor al sclerodermiei și pot fi utilizați în diagnosticul diferențial al sindromului Raynaud Anticorpii anticentromerici nu sunt detectați la indivizii sănătoși nici măcar la titruri mici, ceea ce ne permite să considerăm detectarea lor ca un predictor al dezvoltării bolii Rolul patogenetic al autoanticorpilor în sclerodermie rămâne sub semnul întrebării, modificările titrului lor nu afectează activitatea procesului autoimun, dar indică anumite manifestări clinice ale acestei boli Anticorpii la centromeri se găsesc ocazional într-un număr de alte boli însoțite de sindromul Raynaud: LES, RA Tiroidita Hashimoto ciroza biliara primara Anticorpi împotriva PM-Scl și a altor antigene nucleolare ANA direcționate împotriva componentelor nucleolului, cum ar fi PM-Scl, U^-RNP (fibrilarină), ARN polimeraza I, NOR sunt adesea găsite în SS Principala metodă de detectare a acestor varietăți de ANA este determinarea țintită a ANF cu un tip nucleolar de luminescență Anticorpii la antigenul PM-Scl se găsesc atunci când semnele clinice ale SS și NM sunt combinate Acest tip de ANA este direcționat către sistemul antigenic al nucleolului, care include mai mult de proteine cu o greutate moleculară de până la kDa În cazul prezenței anticorpilor la PM/Scl, aproximativ % dintre pacienți prezintă o combinație de miozită și SS, mai rar apar anticorpi pe fondul tabloului clasic de PM sau SS Această combinație a fost denumită "scleromiozită", caracterizată prin miozită și mialgii în combinație cu semne cutanate de dermatomiozită (edem periorbitar și papule Gautron), împreună cu sindromul Raynaud, sclerodactilie și pneumonită interstițială Pacienții cu anticorpi la PM-Scl prezintă un risc crescut de hipertensiune pulmonară idiopatică, ceea ce duce la decompensarea rapidă a pacienților, prin urmare, astfel de pacienți necesită o atenție specială la evaluarea funcției pulmonare Anticorpii la ARN polimerazele I, II și III se găsesc la % dintre pacienții cu SS, CREST și alte sindroame suprapuse În testul imunofluorescent, se observă un tip de luminescență nucleolar punctat particular Se găsesc izolat, fără anticorpi la centromeri și ScZ- Anticorpii la polimeraze sunt asociați cu leziuni difuze ale pielii și organelor interne, inclusiv inima și rinichii Anticorpii la fibrilarină (UjnoRNP'), una dintre principalele ribonucleoproteine nucleolare, sunt diagnosticați la - % dintre pacienții cu sclerodermie Imunofluorescența detectează un tip anti-nucleolar de luminescență cu condensare semnificativă și luminiscență intensă a cromatinei în celulele care sunt în proces de mitoză Anticorpii anti-fibrilarină se găsesc la pacienții cu scleroză sistemică progresivă agresivă care implică organe interne, inclusiv leziuni ale intestinului subțire, hipertensiune pulmonară și miozită și indică un prognostic prost Anticorpii la RNază (ARNază MPR, Th snoRNP) sunt direcționați către una dintre ribonucleoproteinele nucleolare asociate cu procesarea ARN mitocondrial Se întâlnesc la - *> despre pacienții cu sclerodermie Prezența lor în ser este tipică bolilor intestinului subțire, hipotiroidismului, artritei și sclerodermiei cutanate localizate Anticorpii anti-NOR interacționează cu o proteină de kDa, o componentă a organizatorului nucleolar implicat în asamblarea nucleolului după mitoză La DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE detectarea ANF în nucleu se găsesc - de puncte mici discrete, iar intensitatea culorii variază în funcție de faza ciclului de viață al celulei Acest tip de AHA este nespecific în sclerodermie și apare în LES RA, unele forme de boli oncologice Anticorpi antinucleari specifici Myosmt: anticorpi la ARNt sintetaze (anti-Jo-l, PL- , PL- , EJ și J), anticorpi la antigenul Mi- , SRP și p Bolile caracterizate prin miozită inflamatorie reprezintă un grup polimorf caracterizat printr-un răspuns citotoxic la componentele musculare striate Ele sunt adesea grupate sub denumirea de "miopatii inflamatorii" Printre bolile cel mai frecvent diagnosticate legate de miopatiile inflamatorii se numara dermatomiozita clasica, miozita in cadrul sindroamelor suprapuse, polimiozita si polimiozita paraneoplazica, precum si miozita cu incluziuni intracelulare Tipurile specifice de ANA în PM/DM sunt împărțite condiționat în miozite specifice și asociate miozitei, de exemplu ANA, care apare și în alte forme de DBST în cadrul sindroamelor încrucișate Clasificarea autoanticorpilor în miozită este dată în tabel - În miopatiile inflamatorii, anticorpii specifici miozitei pot fi detectați în % din cazuri, în timp ce ANA asociat miozitei se găsește la - % dintre pacienți Incidența globală a ANA, chiar și în firmele consacrate cu o imagine clasică de polimiozită, nu depășește % Tabelul - Clasificarea anticorpilor antinucleari în miopatiile inflamatorii Varietăți de ANA % detecție Comentariu Anticorpi specifici miozitei Anticorpi la ARNt sintetaze (Jo- , PL- , PL-"\ EJ \l OJ) Markeri ai "sindromului anti-sintetazei" care combină manifestările caracteristice ale pielii și sistemice Anticorpi la proteina Mi- Apar în dermatomiozita clasică cu manifestări severe ale pielii Anticorpi la componentele particulei de recunoaștere a semnalului SRP Cursul sever al polimiozitei cu afectare a mușchilor respiratori și miocardită este caracteristic Anticorpi asociați miozitei Anticorpi anti-PM-Scl Apar la pacienții cu un sindrom de suprapunere care combină semne de sclerodermie difuză și polimiozită Anticorpi la markerul J-RNP MCTD Anticorpi la SS-A Familia ANA specifică miozitei include tipuri principale de autoanticorpi: anticorpi la aminoacil-ARNt sintetaze, anticorpi la proteina Mi- și anticorpi la componentele particulei care recunoaște semnalul SRP Anticorpii antisintetaze, cea mai extinsă familie de autoanticorpi specifici miozitei, include reprezentanți principali: Jo- , PL- , PL- , EJ și OJ, care se găsesc împreună la - % dintre pacienții cu DM/PM Anticorpii care interacționează cu antigenul Jo-I sunt detectați de câteva ori mai des decât alți anticorpi antisintetaze Acești anticorpi reacţionează cu histidil-ARNt sintetaza; anticorpii anti-sintetaze rămași sunt direcționați împotriva a tipuri diferite de sintetaze ARNt: treonină, alanină, glicină, izoleucină Anticorpii Jo-I sunt detectați folosind contraelectroforeză și ELISA, ceea ce face posibilă utilizarea pe scară largă a definiției acestui tip de ANA în practica de laborator Contraelectroforeza are suficientă sensibilitate și specificitate pentru munca de rutină Deși anticorpii antisintetază nu sunt incluși în criteriile de clasificare pentru DZ detectarea lor cu corespunzătoare DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE tabloul clinic confirmă diagnosticul cu mare fiabilitate și, în unele cazuri, face inutilă biopsia tisulară Deoarece anticorpii la ARNt sintetaze sunt de sensibilitate scăzută în DM/PM, absența lor nu poate respinge diagnosticul de DM sau PM Anticorpii la Jo-I sunt prezenți la - % dintre pacienții cu DM/PM Este de așteptat ca introducerea pe scară largă a testării pentru alți anticorpi anti-sintetază ar putea dubla această cifră La toți pacienții cu anticorpi antisintetază, se observă un tablou clinic foarte asemănător, ceea ce a condus la alocarea unei rubrici clinice și de laborator speciale - așa-numitul sindrom antisintetază, una dintre varietățile de sindroame încrucișate Se caracterizează prin tabloul clinic al dermatomiozitei, dar decurge mai activ și necesită numirea unei terapii imunosupresoare active Aproximativ % dintre pacienții cu sindrom antisintetază suferă de poliartrita simetrică, sindromul Raynaud fiind adesea remarcat Acești pacienți se caracterizează printr-o formă specială de leziuni cutanate, așa-numita mână a mecanicului, cu hiperpigmentare, hiperkeratoză și fisuri de-a lungul suprafețelor laterale și palmare ale degetelor, asemănătoare cu pliurile pline de murdărie de pe pielea unui lucrător Boala pulmonară interstițială sau alveolele fibrozante sunt prezente la - % dintre pacienții cu anticorpi la ARNt sintetaze Aproximativ / dintre pacienții cu anticorpi antisintetază prezintă semne ale unei alte boli ale țesutului conjunctiv Pacienții cu anticorpi antisintetază răspund mai puțin bine la terapie și sunt mai predispuși să experimenteze exacerbări atunci când dozele de medicamente imunosupresoare sunt reduse Anticorpii antigenului Mi- reacţionează cu antigenul nuclear, care face parte din AEN Anticorpii la Mi- sunt cel mai specific marker serologic al DM și se găsesc și în DM juvenile Acest tip de ANA poate fi detectat datorită tipului omogen de luminiscență ANF Acest tip de ANA se găsește la - % dintre pacienții cu DZ cu semne severe de leziuni cutanate La astfel de pacienți, se observă un curs purulent în general favorabil al bolii și un răspuns bun la terapia imunosupresoare Anticorpi antifosfolipidici REACȚIA WASERMANN FALS POZITIV ÎN SINDROMUL ANTIFOSFOLIPID Prima metodă de detectare a anticorpilor antifosfolipidici a fost un test serologic pentru diagnosticul sifilisului, care a fost dezvoltat de Wasserman în Principalul antigen al extractului de inimi de bovine necesar pentru reacția Wasserman (RV) este un fosfolipid, care a fost izolat si numit cardiolipin Introducerea activă a RS pentru serodiagnosticul sifilisului a condus la faptul că a fost identificată o categorie de pacienți cu o reacție pozitivă, dar aceștia nu prezentau semne de sifilis În același timp, această categorie de indivizi cu un test serologic fals pozitiv a avut o incidență crescută a bolilor autoimune, în primul rând DLST și SS Acest fenomen a fost numit "testul biologic fals pozitiv pentru sifilis" Concomitent cu RV fals pozitiv în LES, în sângele acestor pacienți a fost detectat un factor seric care a prevenit coagularea sângelui și a fost numit "anticoagulant lupus" Anticoagulantul lupus (LA) a fost absent în plasma pacienților cu sifilis și a fost observat frecvent la pacienții cu LES La pacienții cu AV, a fost stabilit un set caracteristic de semne clinice, printre care principalele sunt tromboza arterelor și venelor, avorturile repetate și trombocitopenia, care alcătuiesc complexul de simptome al antifosfolipidelor DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE sindrom (APS) Interesul pentru diagnosticul acestei boli autoimune a crescut semnificativ datorită dezvoltării testelor pentru detectarea anticorpilor antifosfolipidici (APA) ANTICORPI LA FOSFOLIPIDE ȘI ANTICORPI LA CARDIOLIPINĂ APS este o tulburare de coagulare autoimună care este principala cauză a trombozei la tineri și una dintre principalele cauze de avort spontan recurent APS se bazează pe formarea APA, care reprezintă o populație eterogenă de imunoglobuline care interacționează cu fosfolipidele încărcate negativ, mai rar cu fosfolipide neutre Acești anticorpi in vitro interferează cu formarea complexului de protrombină (pro-trombinază), care constă din factor X, factor V, fosfolipide și calciu, ceea ce duce la hipocoagulare și prelungirea timpului testelor de coagulare de bază În același timp, pacienții in vivo cu APS au o formare crescută de trombi Încălcarea funcției complexului de protrombină duce la dezvoltarea unei stări trombotice cu modificarea hemostazei vascular-trombocite și consumul cronic de factori de coagulare, care amintește de DIC În APS, tromboza apare în prezența deshidratării, infecției sau congestiei venoase Pe lângă coagulopatie, APS este însoțită de tulburări de microcirculație manifestată prin ulcere cutanate, microangiopatie a rinichilor, livedo cutanat Denumirea "anticorpi antifosfolipidici" nu reflectă însăși esența interacțiunii anticorpilor antifosfolipidici cu antigenele lor, în care, alături de fosfolipide, cofactorii proteici ai acestor autoanticorpi joacă un rol important, dintre care unul este | ,-glicoproteina- eu f TP) Alți cofactori proteici ai fosfolipidelor pot fi protrombina, trombomodulina, proteinele C și S, factorul XI, anexa V, kininogenul, proteinele membranare ale trombocitelor și endoteliocitelor În plus, anticorpii anticardiolipină (ACLA) reacționează încrucișat cu fosfatidilserina și alte fosfolipide încărcate negativ, anticorpii la trombocite, anticorpii la lipoproteinele oxidate de joasă densitate și protrombina Astfel, AP reacționează cu un grup heterogen de fosfolipide și antigeni proteici ai patului vascular Testul preferat pentru detectarea AKLA este metoda ELISA La detectarea AKLA, prezența p -GP în substratul fosfolipidic testat, care este un cofactor proteic, este obligatorie Este de obicei prezent în compoziția tampoanelor pentru diluarea serului pacienților Din punct de vedere metodologic, ar fi mai corect să se numească metoda de determinare a AKLA pentru diagnosticul APS "anticorpi anticardiolipin dependenți de p -GP", deoarece ținta reală a autoanticorpilor este un neoantigen format în timpul interacțiunii cardiolipinei și p -GP AKLA au o semnificație patogenetică fără îndoială în dezvoltarea coagulopatiei În culturi, AKLA stimulează producția de factor intrinsec de către macrofage AKLA reacționează cu trombocitele cu activarea lor, sunt cauza trombocitopeniei la majoritatea pacienților cu APS AKLA activează celulele endoteliale cu expresia factorilor de adeziune AKLA reduce activitatea anticoagulantă a proteinei C În cele din urmă, AKLA crește timpul parțial de tromboplastină in vitro, un fenomen cunoscut sub numele de anticoagulant lupus Alte fosfolipide încărcate negativ, în special fosfatidilserina sau fosfatidilinozitol, pot fi utilizate ca antigen Cardiolipina (difosfatidilglicerol) are o omologie structurală semnificativă cu alte fosfolipide, prin urmare, în absența AKLA, alte APA sunt de obicei absente DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Definiția AKLA este mai standardizată în comparație cu alte APA: au fost stabilite standarde pentru serurile care conțin AKLA Aceste standarde sunt uneori denumite standarde Harris, după omul de știință care a dezvoltat unitățile GPL pentru clasa IgG AKLA și unitățile MPL pentru IgM AKLA O unitate reprezintă activitatea de legare a μg de AKLA policlonal purificat prin afinitate Standardul secundar este calibrat față de standardele primare Autoanticorpii din fiecare clasă pot fi determinați independent unul de celălalt Rezultatele examinării sunt interpretate prin clasificarea în titruri de anticorpi scăzute (mai puțin de de unități), medii (de la la de unități) și mari (mai mult de de unități) ACLA poate fi detectat atât în ser cât și în plasmă Un rezultat pozitiv este determinat de titrul lor mediu sau ridicat, ee cu un titru de peste de unități GPL și MPL Prezența AKLA policlonală eterogenă de la diferiți pacienți în standarde duce la diferențe între kiturile comerciale Inactivarea complementului prin încălzire poate duce la rezultate fals pozitive, iar înghețarea repetată duce la o scădere a titrurilor de autoanticorpi Conform criteriilor de clasificare de laborator pentru APS, pacientul trebuie să fie "pozitiv" pentru cel puțin unul dintre teste (cardiolipină, [ , -GP- sau B A) când este redeterminat cel puțin săptămâni mai târziu Prezența AKLA persistent crescută într-un titru de peste GPL poate prezice prezența VA la un pacient și rezultate pozitive în studiul privind prezența anticorpilor la P TP- Numărul copleșitor de sisteme de testare pentru detectarea AKLA pe piața internă este încă calibrat în unități Harris Dezavantajele unităților Harris pentru standardizarea sistemelor de testare sunt evidente De fapt, reactivii de la diferiți producători sunt metode diferite, ale căror rezultate sunt dificil de comparat între ele Pentru a depăși aceste discrepanțe, au fost propuse noi standarde AKLA bazate pe anticorpii monoclonali umanizați HCAL și EY C AKLA în titruri mici și medii se determină la - % dintre pacienții cu LES, ceea ce le permite să fie utilizate ca unul dintre markerii serologici ai acestei boli Detectarea lor nu se corelează cu vârsta pacienților, durata bolii sau caracteristicile speciale ale cursului acesteia, inclusiv prezența poliartritei, serozitei sau vasculitei În același timp, prezența titrurilor mari de AKLA indică riscul de a dezvolta APS secundar la un pacient cu LES Cu toate acestea, LES nu este singura boală reumatică asociată cu AKLA Relativ des, AKLA este diagnosticat la pacienții cu SS, vasculită și afecțiuni asemănătoare vasculitei, cum ar fi sindromul Behçet și boala Crohn În absența DBST, boala este considerată APS primară AKLA aparținând izotipului IgG , de regulă, au un titru maxim imediat înainte de dezvoltarea trombozei și scad ușor imediat după apariția acesteia, ceea ce indică consumul lor în timpul coagulării O creștere a titrului AKLA odată cu dezvoltarea tabloului clinic al trombozei indică APS În același timp, AKLA sunt printre cei mai frecventi autoanticorpi prezenți la indivizii sănătoși clinic Frecvența detectării lor este mult mai mare decât frecvența detectării APS Concentrații semnificative de AKLA apar pe fondul unei game largi de boli infecțioase Printre cei mai frecventi inductori ai AKLA sunt cunoscute infectiile cu virusurile hepatitei C si HIV Epstein-Barr, parvovirus B , adenovirus, streptococ, spirochete, Helicobacter pylori, salmonella, leptospira, toxoplasma De obicei, în infecții, AKLA din clasa IgM apare într-un titru scăzut, care scade treptat după recuperare Acest lucru necesită determinări repetate ale AKLA cu un interval de , luni, care corespunde timpului de reînnoire a pool-ului de imunoglobuline serice Boli oncologice, intoxicații cronice, inclusiv DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Q alcoolismul, induc formarea AKLA, ceea ce face dificilă interpretarea acestui indicator În același timp, nu se găsesc anticorpi la p -GP- și nu se înregistrează tromboza ANTICORPI LA P -GLYC PROTEIN- P TP- este o proteină plasmatică glicozilată, al cărei conținut normal este de - µg/ml Are activitate anticoagulantă, este capabil să se lege de corpurile apoptotice și este implicat în eliminarea lor din fluxul sanguin Determinarea anticorpilor la [ ,-P a fost inclusă în criteriile de clasificare de laborator pentru APS în p -GP- are activitate anticoagulantă indirectă datorită inhibării complexului de protrombină și suprimării activării trombocitelor β -GP- joacă un rol important în fagocitoza celulelor apoptotice și a lipoproteinelor oxidate Când animalele de laborator sunt imunizate cu r,-GP, se formează APA, care deseori are ca rezultat resorbția fetală, trombocitopenie și o creștere a timpului de tromboplastină parțială activată (APTT) Anticorpii la p -GP- recunosc exclusiv proteinele umane și se găsesc la - % dintre pacienții cu APS Anticorpii la -GP- au afinitate scăzută conținutul lor este de obicei mic Legarea P TP- pe materialul plastic al plăcii ELISA are ca rezultat expunerea epitopilor latenți Una dintre principalele probleme cu utilizarea acestui marker este rezultatele sondajului insuficient comparabile din cauza lipsei calibratorilor standardizați Trusele comerciale sunt calibrate cu calibratoare proprii ale producătorilor, iar rezultatele sunt exprimate în unități arbitrare În ciuda lipsei de standardizare, în detectarea anticorpilor la P -HP, există un consens interlaborator mai bun cu privire la acuratețea acestei tehnici în comparație cu detectarea AKLA Până în prezent, determinarea anticorpilor la r -GP- este o metodă de laborator cu drepturi depline pentru diagnosticarea APS LUPUUS ANTICOAGULANT APHA induc tromboza in vivo, dar in vitro duc la o încetinire a testelor de coagulare dependente de fosfolipide, în primul rând aPTT și, într-o măsură mai mică, a timpului de protrombină Detectarea LA este un test funcțional care permite evaluarea efectului anticorpilor asupra cascadei de coagulare, care, la rândul lor, prin prevenirea coagulării in vitro, sunt ei înșiși asociați cu tromboză Testele de coagulare pentru detectarea VA sunt împărțite în screening, corective și confirmatorii Este extrem de important să se mențină acuratețea în stadiul preanalitic al tehnicii, deoarece prezența trombocitelor în plasma de testat (sunt o sursă endogenă de fosfolipide) poate duce la rezultate fals negative ale testului Ca teste de screening, se utilizează APTT cu un substrat dependent de fosfolipide, timpul de coagulare a koalinei și testul Russell cu venin de viperă Un rezultat pozitiv este prelungirea timpului de coagulare dependent de fosfolipide peste norma Trebuie utilizate cel puțin două teste de coagulare Dacă ambele sau cel puțin una dintre ele indică prezența VA, este necesar să se efectueze un test corectiv (mixt), adică repetați testul cu adăugarea de plasmă donatoare sănătoasă în raport de : Dacă prelungirea timpului de coagulare este rezultatul unei deficiențe a factorilor de coagulare, aceasta va fi corectată la valori normale, în timp ce în prezența VA nu va apărea corectarea Absența unui efect corectiv al plasmei donatoare sănătoase asupra timpului de coagulare face posibilă distingerea efectului VA de o deficiență a factorilor de coagulare DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Prezența la pacient a unui BA specific dependent de fosfolipide și absența altor inhibitori de coagulare în ser se realizează printr-un test de confirmare cu adăugarea unui exces de fosfolipide Ca sursă de fosfolipide, se utilizează trombocitele spălate distruse prin înghețare-dezghețare repetată sau un reactiv aPTT modificat care conține o fosfolipidă neutră într-o formă hexagonală care leagă în mod specific VA Există variații considerabile interlaboratoare în performanța acestui tip de studiu, astfel încât valorile de referință trebuie stabilite pentru fiecare metodă de determinare a VA și pentru fiecare coagulometru Indiferent de metodele de testare alese, este important să se efectueze un control intern al calității de laborator cu controale VA pozitive și negative pentru fiecare lot de reactivi atunci când se determină VA Standardizarea determinării VA este o nevoie urgentă, care se așteaptă să fie rezolvată odată cu dezvoltarea anticorpilor monoclonali sau pregătirea standardelor de referință din plasma pacientului liofilizat Ca și în cazul detectării AKLA, este necesar să se confirme prezența persistentă a VA în serul unui pacient cu APS în timp, deoarece VA poate apărea pe fundalul infecțiilor virale și bacteriene sau sub influența unui număr de medicamente Terapia în curs cu anticoagulante, în primul rând heparină*, duce la prelungirea APTT și a altor teste de screening Acest lucru face dificilă identificarea AV la pacienţii la care s-a început terapia anticoagulantă din motive de sănătate În acest caz, testele serologice bazate pe determinarea anti-p TP- - (AV dependentă) au o specificitate mai mare în diagnosticul SAF Acest test este recunoscut ca fiind cea mai promițătoare abordare pentru evaluarea riscului de tromboză în comparație cu metodele clasice pentru determinarea VA Factorul reumatoid În RA pot fi detectate până la de tipuri diferite de autoanticorpi, care apar la frecvențe diferite (Tabelele - ) Primul tip de autoanticorpi găsit în PR a fost RF Ținta principală a RF este epitopul Ga, situat în regiunea C^-C^ a lanțului greu al moleculei IgG a subclaselor IgGp IgG , IgG , nu departe de locul de legare cu proteina A stafilococică Anticorpii anti-IgG reprezentați de principalele clase de imunoglobuline - IgG, IgM și IgA Deși RF poate fi reprezentat de orice clasă de imunoglobuline, totuși, testele turbidimetrice și de aglutinare ajută la detectarea în principal IgM-RF În testul latex, IgG umană agregată este atașată la particulele de latex care se aglutinează în prezența RF Acesta este un test rapid și ușor, dar produce un număr mare de fals pozitive Dintre testele de aglutinare, testul clasic Waaler-Rose, bazat pe hemaglutinare pasivă folosind eritrocite de oaie acoperite cu ser antieritrocitar de iepure, nu și-a pierdut până acum semnificația Comparativ cu latexul și alte teste de aglutinare, un test Waaler-Rose pozitiv este mai specific pentru RA, deoarece anticorpii alotipici formați în timpul sarcinii sau după transfuzii de sânge nu interacționează cu IgG de iepure În unele cazuri, totuși, anticorpii heterofili la eritrocitele de oaie, care apar în mononucleoza infecțioasă și o serie de alte infecții acute, pot duce la un rezultat fals pozitiv al acestui test DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Q Tabelul - Autoanticorpi în diagnosticul de laborator al artritei reumatoide Nume Sursa antigenului Anticorp țintă Factorul reumatoid Imunoglobulină IgG epitop Ga în fragmentul PC Linia celulară ANA HEp- Anti-SS-A ( kDa) Anticorpi antikeratină Stratul cornos al epiteliului esofagian Profilagrin de șobolan Factorul antiperinuclear Granule de cheratohialină Filagrina umană Anticorpi anti-filaggrin Filaggrin uman recombinant Anticorpi la peptida ciclică care conține citrulină (ACCP) Sinteza peptidelor Peptidă circulară citrulinată Peptide citruline Sinteza peptidelor Mai multe peptide liniare Vimentină citrulinată modificată (MCV) Vimentină citrulină recombinantă Anticorpi la ribonucleoproteinele nucleare recombinante RA ii VfiVUJ Determinarea nefelometrică și turbidimetrică a RF este cea mai precisă metodă analitică Împrăștierea luminii asupra complexelor antigen-anticorp emergente face posibilă determinarea concentrației acestora în serul sanguin Acest test este cel mai standardizat dintre toate testele imunologice, utilizarea lui vă permite să obțineți rapid și precis un rezultat în W/ml Rezultatele determinării nefelometrice a RF sunt în acord cu testul tradițional latex O determinare precisă a clasei de imunoglobuline prin care este reprezentată RF poate fi efectuată folosind metoda ELISA Nu există date convingătoare cu privire la oportunitatea determinării claselor RF în practica clinică Cu toate acestea, se remarcă faptul că IgG-RF apare în vasculita asociată cu RA și sindromul de hipervâscozitate, deoarece poate participa la formarea complexelor imune auto-asociate Pacienții cu IgA-RF sunt caracterizați printr-o evoluție rapidă a bolii Pentru a standardiza testele pentru detectarea RF, OMS a dezvoltat un standard internațional de ser WHO care conține UI/ml (unități internaționale) de RF Standardele serice existente iau în considerare clasa IgM RF, astfel, în unități internaționale (S/ml, se poate obține un răspuns pentru RF reprezentat de această clasă de anticorpi Se recomandă să se ia în considerare concentrațiile RF sub S/ml ca un norma populației Frecvența de apariție a concentrațiilor RF, depășind UI/ml, la persoanele sănătoase de vârstă mijlocie este de aproximativ % și crește la - % la vârstnicii peste de ani Concentrația RF în serul sanguin al pacientului, care depășește UI/ml, ar trebui considerată ridicată și este foarte specifică pentru diagnosticul RA Detectarea titrurilor RF mai mari de - S/ml indică un risc ridicat de a dezvolta artrită erozivă Titrul RF, se remarcă un risc semnificativ de dezvoltare a RA, deoarece detectarea titrurilor RF diagnostice poate precede titrurile clinice clinice cu câțiva ani manifestări ale bolii Definiția RF este în continuare principala metodă de laborator pentru diagnosticarea RA și servește drept bază pentru distingerea celor două soiuri clinice și imunologice principale: RA seronegativă și seropozitivă În plus, absența RF într-o serie de artrite inflamatorii face posibilă identificarea unui grup clinic de spondiloartropatii seronegative RF are o sensibilitate destul de mare și este prezentă la - % dintre pacienții cu RA Cu toate acestea, la debutul bolii, într-un stadiu incipient, RF este detectată la mai puțin de % dintre pacienți, ceea ce îi reduce semnificativ importanța pentru diagnosticarea precoce a acestei boli O singură determinare a RF într-un stadiu incipient al PR cu un rezultat negativ nu este suficientă pentru a exclude seropozitiv DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE forma clinica si imunologica a RA In cazul in care diagnosticul de RA este suspectat sau chiar confirmat clinic, cu rezultat negativ al testului prin definitia FR, sunt necesare determinari repetate ale titrului acesteia la fiecare sau luni Această perioadă corespunde aproximativ cu timpul de reînnoire a grupului de celule plasmatice capabile să sintetizeze autoanticorpi Dacă se obține un rezultat pozitiv, atunci nu există premise reale pentru repetarea determinării RF în timp, deoarece titrurile de autoanticorpi reflectă slab activitatea bolii Valoarea determinărilor repetate ale conținutului de RF pentru controlul cursului bolii este incomparabil mai puțin importantă decât monitorizarea răspunsului în faza acută Scăderea titrului RF în plasma sanguină cu o terapie de succes se poate datora parțial efectului citostatic al medicamentelor utilizate Cu toate acestea, la pacienții cu RA, seroconversia este posibilă atât într-o direcție cât și în alta, în funcție de activitatea și durata bolii, precum și de tratamentul efectuat Seroconversia de la seropozitiv la seronegativ este rară și însoțește de obicei remisiunea clinică completă a bolii Pe lângă apariția scăzută a RF la debutul bolii, un dezavantaj evident al RF ca marker al RA este specificitatea sa relativ scăzută, care nu depășește % (Tabelele - ) De fapt, aceasta înseamnă că fiecare test pozitiv - este găsit la un pacient fără RA Astfel, frecvența de detectare a concentrațiilor RF care depășesc UI/ml la persoanele sănătoase de vârstă mijlocie este de aproximativ % și crește la - % la persoanele în vârstă de peste de ani Nivelurile RF diagnostice sunt adesea utilizate în SS, granulomatoza Wegener și boala hepatică autoimună LES, crioglobulinemie, mai rar în alte boli autoimune, precum și în infecții cronice (endocardită septică subacută, tuberculoză, hepatită virală C) Deși FR este inclusă în criteriile de clasificare pentru RA, detectarea acesteia nu permite să se dovedească prezența RA într-un tablou clinic atipic, iar absența FR în serul pacientului nu exclude diagnosticul de RA Tabelul Frecvența de apariție a factorului reumatoid în diferite boli Frecvența aproximativă a bolii, % Artrita reumatoidă sindromul Sjögren Crioglobulinemie mixtă Lupus eritematos sistemic Polimiozita Scleroza sistemică Endocardita septică subacută Ciroza hepatică Hepatita infectioasa Tuberculoza Sarcoidoza Sifilis Control sănătos de animale de companie) - mai mult de UI/ml Anticorpi anticitrulină Anticorpii anti-citrulină (ACA) sau anticorpii la peptida ciclică care conține citrulină (ACCP) sunt direcționați împotriva epitopilor antigenici care conțin aminoacidul citrulină care apar în proteinele membranei sinoviale DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE (J ) sub acţiunea enzimelor inflamatorii neutrofile Această familie se extinde activ, datorită eficacităţii ACCP pentru diagnosticul RA Anticorpi antifilagrina Anticorpii antifilaggrin (AnFA) se disting din punct de vedere istoric printre ACA, care includ factorul antiperinuclear (ACE) și anticorpii antikeratină (AKA), indicatori a căror definiție se bazează pe NRIF Principala țintă antigenică a AnFA este proteina profilagrina, care este sintetizată ca o polipeptidă fosforilată care conține aproximativ repetări de filaggrină Proteina este stocată în granule și suferă proteoliză limitată, după care polipeptidele filagrine încărcate pozitiv sunt implicate în asamblarea scheletului de citokeratină al celulei epiteliale AnFA se leagă de diferite ținte antigenice care conțin aminoacidul citrulină, care se formează în timpul dezaminării argininei de către enzima peptidilarginin deaminaza (PAD) Astfel de ținte includ filagrina, vimentina și antigenul Sa izolat din țesutul placentar, anticorpi față de care sunt, de asemenea, clasificați ca aparținând familiei ACA Se observă activitate ridicată a PAD în membrana sinovială inflamată, ceea ce a fost demonstrat în studiul specimenelor sale de biopsie la pacienții cu RA și în modelele acestei boli la animale de laborator Principala sursă de PAD în membrana sinovială poate fi leucocitele polimorfonucleare care conțin această enzimă în citoplasmă, care apar în cantități semnificative în lichidul sinovial în RA Distrugerea lor duce la eliberarea enzimei libere și la activarea acesteia în prezența ionilor de calciu Prezența proteinelor citrulinate este caracteristică în special membranei sinoviale modificate inflamator în RA, unde acestea ascultă, de asemenea, ca țintă principală a ACA Ca principal inductor al formării ACA, sunt considerate lanțurile o,- și [ -de fibrină deiminată, care se acumulează în cantități mari în membrana sinovială inflamată și sunt localizate cu depozite de proteine citrulinate Factorul antiperinuclear (ACE) a fost primul autoanticorp investigat aparținând familiei ACE Acest tip de autoanticorp a fost numit datorită capacității sale de a se lega de granulele de keratohialină din citoplasma celulelor epiteliale ale obrazului uman situate perinuclear Principala metodă de detectare a ACE este NRIF Celulele epiteliale ale mucoasei bucale umane sunt considerate substratul optim de testare pentru detectarea ACE, în care există o luminescență specifică a granulelor mari rotunjite ( - per celulă) situate în jurul nucleului Detectarea ACE este asociată cu o serie de dificultăți tehnice, ceea ce limitează aplicarea practică largă a acestei metode În primul rând, doar aproximativ - % dintre indivizii sănătoși au un conținut suficient de granule de keratohialină în celulele epiteliului obrazului și este necesară selectarea unui donator adecvat pentru a standardiza metoda În plus, granulele de keratohialină își pierd rapid antigenitatea în timpul uscării prelungite a celulelor, a majorității tipurilor de fixare chimică, a tratamentului cu enzime și detergenți Anticorpii antikeratine (AKA) sunt un alt membru al familiei de anticorpi anti-filaggrin De asemenea, se determină folosind NRIF, reacţionează cu stratul cornos al epiteliului scuamos stratificat keratinizat din treimea mijlocie a esofagului de şobolan Când se utilizează esofagul de șobolan în NRIF, sunt dezvăluite mai multe tipuri de colorare a epiteliului Se poate vizualiza colorarea celulelor stratului bazal al epiteliului, se poate observa colorarea în plasă a straturilor nekeratinizate ale epiheliului, precum și colorarea granulară a soteitei slratum ACA se caracterizează printr-un tip special, liniar, de colorare a straturilor keratinizate ale epiteliului esofagului de șobolan, în timp ce celelalte tipuri de colorare sunt specifice DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE nu au valoare de diagnostic clinic Trebuie avut în vedere că autoanticorpii la desmozomi și anticorpii la nivelul membranei bazale, care sunt markeri specifici ai dermatozelor buloase, pot fi detectați și pe esofag Acești anticorpi sunt, de asemenea, capabili să interfereze cu detectarea AKA și trebuie să fie diferențiați de AKA De la prima descriere a ACA în RA, valoarea lor diagnostică a fost confirmată în mod repetat Apariția ACA în serul sanguin al pacienților cu PR este de aproximativ % cu un rezultat seropozitiv și % cu un rezultat seronegativ, cu o specificitate apropiată de % ACE este detectată ceva mai des, apariția sa este de - % Față de RF, AKA și ACE se caracterizează printr-o specificitate mai mare, care este de - %, cu o sensibilitate mai mică, care nu depășește % Se crede că ACE este mai puțin specific decât AKA și este mai frecvent în alte boli reumatologice Conținutul de ACA și ACE la pacienții cu RA nu se corelează cu titrurile RF, ceea ce ne permite să considerăm acești anticorpi ca markeri serologici independenți ai bolii AFA se găsesc la pacienții cu RA seronegativă, ceea ce reduce semnificativ grupul de pacienți cu RA care nu au markeri serologici specifici ai bolii În RA au fost descriși încă reprezentanți ai APA - anticorpi la filagrina purificată și anticorpi la antigenul Sa Anticorpii împotriva filagrinei ar putea fi determinați prin imunoblotting folosind extracte native de filagrină umană sau animală Cu toate acestea, conținutul de citrulină din extractele antigenice de filaggrină variază semnificativ, ceea ce determină heterogenitatea lor antigenică și nu permite testele de standardizare pentru detectarea AFA Anticorpii împotriva antigenului Sa se găsesc în RA la aproximativ % dintre pacienți Specificitatea lor este de %, ceea ce îi apropie de AKA Sa-aptigen este o proteină cu o greutate moleculară de - kDa, găsită în extractul placentei umane, precum și în țesuturile splinei și pannusului reumatoid S-a stabilit că antigenul Sa corespunde formei de vimentină care conține citrulină, o componentă a citoscheletului celular În acest sens, anticorpii împotriva antigenului Sa au început să fie atribuiți grupului de anticorpi anticitrulină Anticorpi la peptida citrulină ciclică Un progres semnificativ în studiul rolului antigenelor care conțin citrulină în RA a fost descrierea peptidelor filagrine imunodominante lineare care conțin citrulină Au fost analizate în total de peptide citrulinate; rezultatul studiilor a făcut posibilă izolarea principalului peptid cfcl imunodominant, care include aminoacizi ( - , Arg ?,->Cii) Prin înlocuirea serinei cu cisteină, a fost creată cfcl-cyc, o peptidă care conține o punte de cisteină sau o peptidă citrulinată ciclică (CCP), care reflectă mai exact structura conformațională a proteinei native, ceea ce a crescut afinitatea ACCP pentru aceasta antigen Acest lucru a făcut posibilă utilizarea acestui "neoantigen" pentru detectarea ACCP Acest caz a fost unul dintre primele exemple de dezvoltare a antigenelor de diagnostic pentru serodiagnostic De fapt, peptida citrulină ciclică este absentă în corpul unui pacient cu RA, cu toate acestea, autoanticorpii din serul pacientului se leagă de acesta in vitro A doua generație de sisteme de testare a fost creată folosind biblioteci aleatorii de peptide, care au facilitat selecția unui antigen citrulinat cu proprietăți îmbunătățite Aceste studii au făcut posibilă dezvoltarea unui sistem de testare ELISA pentru detectarea ACCP, Imunotestele enzimatice de a doua generație au devenit standardul de aur pentru determinarea ACA în laboratoarele clinice O caracteristică a tuturor sistemelor de testare pentru DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Detectarea ADCP servește atunci că antigenul este disponibil comercial Acest lucru standardizează detectarea ACCP-urilor, rezultatele programelor internaționale de control extern al calității, precum și studiile care compară sistemele de testare ACCP de la diferiți producători indică o convergență ridicată a parametrilor Metoda de a doua generație pentru detectarea ACCP este aproape la fel de sensibilă ca RF și face posibilă detectarea anticorpilor la - % dintre pacienții cu RA Astfel, din punct de vedere al sensibilității, această metodă este comparabilă cu determinarea RF, dar o depășește semnificativ pe aceasta din urmă datorită specificității de aproximativ % Specificitatea ACCP este extrem de mare, deoarece în alte artropatii inflamatorii și boli reumatice, ACCP apare nu mai mult de - % din cazuri Conținutul mediu la donatorii de sânge sănătoși este de ori mai mic decât limita normală recomandată de producător de U/ml Un mare avantaj al ACA este formarea lor înainte de simptomele clinice ale bolii Studiile asupra populației privind momentul apariției autoanticorpilor ACCP în cursul RA au arătat că ACCP poate fi detectat cu mult înainte de apariția simptomelor clinice ale bolii Acest fenomen a fost observat mai întâi pentru ACA și ulterior confirmat pentru ACCP Înainte de apariția simptomelor clinice ale bolii, ACCP au fost detectate în % din cazuri La % dintre persoanele sănătoase la momentul sondajului, IgM RF a fost detectată, iar în mai multe cazuri, prezența anticorpilor a prezis RA cu de ani înainte de apariția primelor simptome ale bolii Frecvența de detectare a anticorpilor a crescut semnificativ în timp; corespunzând cu , ani înainte de diagnosticul de PR După determinarea titrului minim de diagnostic, conținutul de anticorpi a crescut de obicei până la momentul diagnosticului În momentul în care a fost diagnosticată RA precoce, frecvența de detectare a ACCP și IgM-RF a devenit egală și a ajuns la % ACCP nu sunt detectate doar în stadiile incipiente ale RA, ci sunt observate și la pacienții cu RA cu progresie radiologică rapidă ACCP fac posibilă prezicerea dezvoltării distrugerii la aproximativ % dintre pacienții cu RA și, în combinație cu RF, reprezintă un instrument important pentru recunoașterea precoce a pacienților cu RA cu un prognostic prost al bolii deja în stadiul de diagnostic Anticorpi la vimentina modificată Principalul competitor al ACCP în diagnosticul de laborator al RA este un alt membru al familiei ACA - anticorpi la vimentina citrulinată modificată (AMCV) sau anti-MCV Testele se bazează pe proteina recombinată vimentină, unul dintre citofilamentele intermediare ale celulei Citrulinarea vimentinei in vitro duce la formarea unui număr mare de epitopi imunodominanți, numărul cărora teoretic asigură o legare mai bună a autoanticorpilor și o sensibilitate mai mare a sistemului de testare Sistemele de testare pentru detectarea AMCV au o sensibilitate pentru detectarea RA de %, care este puțin mai mare decât sensibilitatea pentru detectarea RA folosind ACCP Studiile ulterioare ale diferitelor grupuri de pacienți reumatologici care utilizează AMCV au constatat că acești anticorpi apar la - % dintre pacienții cu boli sistemice, sunt observați la - % dintre pacienții cu artrită psoriazică și pot apărea la % dintre persoanele în vârstă fără semne de RA Astfel, specificul real în studiul populațiilor mixte pentru AMCV nu este mai mare de - % Problema specificității scăzute poate fi parțial rezolvată prin creșterea limitei sistemului de testare la - U/ml, în timp ce norma declarată de producător este de U/ml Odată cu această modificare, specificitatea examinării crește la - %, dar sensibilitatea scade la - % Astfel, în funcție de principalii parametri clinici și de laborator, anti-MCV-urile sunt similare cu ACCP, cu toate acestea, sunt oarecum mai puțin specifice și sunt mai frecvente în alte forme de artrită DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ANTICORPI LA YAL- Pentru anticorpii la RA- , antigenul este proteine ribonucleoproteine nucleare heterogene (hnRNP) Aceste proteine fac parte din spliceozomi împreună cu antigenele altor ribonucleoproteine ANA, în special, Sm și RNP Anticorpii împotriva RA- se găsesc în RA în % din cazuri și se observă și în LES și CTD cu o frecvență de - % În LES și CTD, sunt aproape întotdeauna prezenți împreună cu anticorpi la U^RNP În alte boli reumatice, anticorpii împotriva RA- practic nu sunt detectați În NRIF, atunci când se utilizează celule HEp- , acestea sunt de obicei caracterizate prin colorare nucleară fin-granulară, care nu se poate distinge de alte tipuri de ANF Determinarea ANF nu este o metodă de încredere pentru detectarea acestor autoanticorpi, deoarece anticorpii la RA- se găsesc adesea în serurile care nu conțin ANF Imunoblotting este considerată metoda optimă pentru diagnosticarea anticorpilor la RA- , iar acest tip de ANA se găsește în serul sanguin al pacienților cu titru scăzut ( : ), totuși, acești anticorpi pot fi detectați prin ELISA folosind un antigen purificat Sunt prezenti in serul a aproximativ - % dintre pacientii cu RA seronegativa, indiferent de alti markeri serologici Anticorpii la RA- sunt observați în stadiul de RA precoce, pot apărea înainte de apariția semnelor clinice de RA În RA, prezența acestui tip de ANA nu depinde de durata bolii, de vârsta și sexul pacienților sau de eficacitatea terapiei Există dovezi că la pacienții cu PR cu anticorpi la RA- , boala este mai puțin agresivă și se caracterizează printr-un prognostic mai bun, ceea ce permite ca prezența acestor anticorpi să fie utilizată în prezicerea rezultatului RA Indicatori autoimunologici în vasculite Vasculita autoimună se referă la boli asociate cu un proces inflamator în peretele vascular, fără o cauză infecțioasă sau toxică Vasculita este împărțită în primară și secundară, care apar pe fondul unei alte boli autoimune În general este acceptată clasificarea internațională a vasculitei primare, care a definit forme de vasculită primară și le-a subdivizat în funcție de calibrul vaselor afectate (Tabelele - ) Tabelul - Clasificarea vasculitei Chapel-Hill Consensus Conference ( ) Tip de vasculită Definiție Vasculita marilor vase Vasculita cu celule gigantice (temporale) Vasculita granulomatoasa a aortei si a ramurilor sale principale cu afectare a ramurilor externe a carotis Pacienți cu vârsta peste de ani Răspuns pronunțat în fază acută Boala Takayasu Inflamație granulomatoasă a aortei și a ramurilor sale majore Pacienți cu vârsta sub de ani Vasculita vaselor medii Poliarterita nodoasă Inflamație necrozantă a arterelor medii și mici, neînsoțită de glomerulonită Boala Kawasaki Arterita care afectează arterele de toate dimensiunile Caracterizat prin afectarea vaselor coronare Copiii sunt cel mai adesea afectați Vasculita vaselor mici Granulomatoza Wegener Inflamație granulomatoasă care afectează tractul respirator cu vasculită necrozantă a vaselor mici Caracterizată prin glomerulonefrită necrozantă Sindromul Churg-S 'ooss Inflamație granulomatoasă bogată în eozinofile care afectează tractul respirator Model de vasculită pulmonară necrozantă, astm și eozinofilie DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE f (jȚ Sfârșitul tabelului - Tip de vasculită Definiție Poliangeita microscopică Vasculită necrozantă care implică vase mici Mai rar - semne de arterită necrozantă cu afectarea arterelor mici Glomerulonefrita necrozantă și capilarita pulmonară Purpura Henoch-Schonlein Vasculita cu depozite de IgA care afecteaza vasele mici Afectează pielea, articulațiile, tractul gastro-intestinal și rinichii Vasculita crioglobulinemica esentiala Vasculita insotita de aparitia crioglobulinelor in ser Leziuni ale pielii și rinichilor Vasculită leucocitoclastică cutanată Vasculită CEC cutanată izolată fără manifestări sistemice sau renale Patogenia vasculitei vaselor mari și medii este mediată predominant de celulele T Nu au fost descriși markeri serologici absolut specifici pentru aceste boli Anticorpii antiendoteliali apar cu o frecvență diferită în aortoarterita Takayasu și boala Kawasaki, precum și într-un număr de vasculopatii, cum ar fi sindromul hemolitic uremic, purpura trombocitopenică trombotică și boala Behcet Vasculita vaselor mari și medii este însoțită de inflamație severă, a cărei detectare este sarcina principală a metodelor de diagnostic de laborator Conform imunopatogenezei, vasculita vaselor mici poate fi subdivizată în granulomatoasă și imunocomplex Vasculita granulomatoasă a vaselor mici, inclusiv sindromul Wegener, poliangeita microscopică, sindromul Churg-Strauss, au o serie de trăsături comune, care includ afectarea rinichilor sub formă de glomerulonefrită extracapilară oligoimună cu semilune, polinevrită și capilarită pulmonară Principala metodă de diagnostic serologic al vasculitei granulomatoase este depistarea ANCA Anticorpii din această familie reacţionează cu proteinele granulelor azu-rsfile ale granulocitelor neutrofile Semnificația ANPA în patogeneza și diagnosticul vasculitei granulomatoase a făcut posibilă evidențierea unui grup separat, rezumat sub denumirea de "vasculită asociată ANCA Acestea includ granulomatoza Wegener, sindromul Churg-Strauss, poliarterita microscopică și glomerulonefrita cu lună plină rapid progresivă Sindromul Goodpasture este uneori inclus în acest grup de boli, deoarece ANCA poate fi observată la - % dintre pacienții cu această boală, împreună cu anticorpi la membrana bazală glomerulară, a căror depistare este principala metodă de laborator pentru diagnosticul acesteia Deși sindromul Goodpasture nu este o vasculită sistemică, se caracterizează prin alveolită hemoragică și glomerulonefrită rapid progresivă, care este greu de diferențiat de boala renală asociată ANCA În acest sens, definiția ANCA și a anticorpilor la membrana bazală este de obicei folosită împreună Vasculita complexului imun este cauzată de formarea de complexe imune între autoanticorpi și antigenele acestora din sânge și peretele vascular Complexele imune care pot fi găsite în serul sanguin se numesc complexe imune circulante (CIC) Se presupune că o scădere a solubilității CEC duce la depunerea lor în peretele vascular și la dezvoltarea inflamației O scădere a solubilității cu o încetinire a fluxului sanguin și a temperaturii duce la faptul că capilarele, în primul rând capilarele pielii, sunt afectate de complexele imune Vasculita crioglobulinemică este însoțită de apariția în sânge a unui tip special de CEC, care necesită abordări metodologice speciale pentru depistarea lor Separat, există metode care permit detectarea depozitelor de complexe imune și complement direct în țesutul afectat Detectarea depozitelor de complexe imune face posibilă obiectivarea imunocomplexului DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE proces plex și are o fiabilitate mai mare în comparație cu metodele de determinare a CEC ANTICORPI ANTI-ENDOTELIAL Anticorpii antiendoteliali (AETA) constituie un grup heterogen de anticorpi direcționați către determinanții antigenici ai celulelor endoteliale AETA au fost detectate pentru prima dată la pacienții cu LES folosind metoda imunofluorescenței indirecte pe țesuturile animalelor de laborator În LES, incidența AETA variază de la la %, în funcție de metoda utilizată și de categoriile de pacienți Metodologia de detectare AETA este departe de a fi standardizată Metode principale: imunofluorescență indirectă pe culturi pe termen scurt de celule endoteliale din cordonul ombilical (HUVEC), precum și metode ELISA și imunoblot AETA au fost găsite în multe vasculite și vasculopatii primare Relativ des, depistarea lor este asociată cu boala Kawasaki, vasculita granulomatoasă, purpura Henoch-Schonlein și vasculopatiile secundare, în special cu tromboangeita obliterantă (boala Buerger), purpura trombocitopenică hemolitică, sindromul antifosfolipidic Prezența AETA este relativ nespecifică pentru o anumită formă de vasculită și este considerată un marker de diagnostic comun pentru vasculită și vasculopatii Actualitatea detectării AETA în practica clinică este determinată de detectarea lor numai pe fondul unei activități clinice pronunțate a bolii, ceea ce face posibilă concentrarea asupra conținutului lor pentru a determina faza bolii Ele pot juca un rol în patogeneza vasculitei datorită faptului că sunt capabile să moduleze expresia moleculelor de adeziune endotelială și a factorilor inflamatori AETA, găsită în serul sanguin al pacienților cu LES, poate îmbunătăți eliberarea IL- din endoteliocite, participând astfel la patogenia răspunsului inflamator sistemic AETA este prezentă la majoritatea pacienților cu vasculită activă asociată ANCA La copiii cu purpură Henoch-Schonlein, prezența AETA clasa IgA se corelează cu incidența leziunilor renale S-a demonstrat că AETA servește ca un marker de încredere al activității procesului în tromboangeita obliterantă În sindromul Behcet, acestea apar la % dintre pacienți, în special la pacienții cu vasculită cutanată severă Vasculita și vasculopatia pe fondul bolilor sistemice ale țesutului conjunctiv sunt, de asemenea, însoțite de titruri mari de AETA La pacienții cu LES, când sunt detectate titruri mari de AETA, sunt mai des observate semne cutanate de vasculite și sindrom Raynaud sever Majoritatea pacienților cu nefrită lupică și hipocomplementemie au titruri mari de AETA, ceea ce se datorează probabil capacității autoanticorpilor de a interacționa direct cu celulele epiteliale ale glomerulului renal Conținutul de AETA scade cu succesul terapiei imunosupresoare Sclerodermia este de obicei însoțită de semne de vasculopatie generalizată Se crede că unul dintre motivele dezvoltării microangiopatiei în sclerodermie poate fi AETA, observată la - % dintre pacienți Anticorpii antiendoteliali din formele difuze de sclerodermie sunt asociați cu un risc ridicat de afectare pulmonară, caracterizat prin dezvoltarea fibrozei interstițiale și a hipertensiunii pulmonare La pacienții cu AETA, se remarcă adesea ischemia severă a degetelor și modificări vascular-necrotice ale pielii mâinii Există o relație clară între anticorpii antifosfolipidici și antiendoteliali AETA este adesea diagnosticată la pacienții cu APS, avort spontan și livedo idiopatic AKA antigene, în special DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE *| Q complexe de fosfolipide și P -GP- sunt capabile să se lege de suprafața celulelor endoteliale, ceea ce duce la deteriorarea endoteliului AETA se găsește și la femeile cu antecedente de avorturi spontane recurente și suspectate de APS Prezența AETA este caracteristică angiopatiei secundare: microangiopatie diabetică, respingerea grefei vasculare Astfel, AETA poate servi ca un marker nespecific al angiopatiei de diverse origini; monitorizarea conținutului acestora în serul sanguin al pacientului în timp face posibilă stabilirea activității procesului patologic ANTICORPI CITOPLASMATICI ANTINEUTROFILI Pentru prima dată, anticorpii au fost găsiți în citoplasma neutrofilelor la un pacient cu glomerulonefrită rapid progresivă Ulterior, ANCA au fost identificate ca fiind cel mai specific și sensibil marker de laborator al granulomatozei Wegener, ceea ce a condus la studiul activ al acestei familii de autoanticorpi și la determinarea semnificației clinice a detectării acestora în vasculitele sistemice S-a descoperit că enzimele granulare azurofile neutrofile acţionează ca antigene ANCA Țintele antigenice cunoscute ale ANCA includ proteinaza- , mieloperoxidaza, lactoferina, elastaza, proteina BPI și catepsina G Deși mecanismul inducției ANCA rămâne necunoscut, s-a dovedit că legarea anticorpilor antineutrofili la țintele lor respective pe granulocite activate duce la degranularea prematură a celulelor Acest lucru perturbă migrația transendotelială a leucocitelor din patul vascular și duce la formarea unui granulom inflamator, care formează baza tabloului morfologic al vasculitei granulomatoase Principala metodă de determinare a ANCA este metoda imunofluorescenței indirecte folosind neutrofile donatoare fixate cu etanol, ceea ce face posibilă diferențierea principalelor tipuri de fluorescență autoanticorp Prin analogie cu diagnosticul ANF, mai multe tipuri de luminescență a citoplasmei celulare pot fi observate cu microscopia cu fluorescență pentru detectarea ANCA Fiecare tip de luminescență are propriile ținte antigenice Titrul de diagnostic al ANCA este considerat a fi detectarea anticorpilor la o diluție a serului de : sau mai mult Având în vedere că conținutul de ANCA se corelează cu activitatea bolii, titrul final trebuie determinat prin metoda imunofluorescenței indirecte Odată cu exacerbarea vasculitei granulomatoase, se notează de obicei titruri ANCA care depășesc : Concomitent cu titrul, trebuie stabilit tipul de luminescență a citoplasmei celulei Există două tipuri principale de luminiscență ANCA - citoplasmatică și perinucleară Tipul citoplasmatic de ANCA (cANCA) și-a primit numele datorită fluorescenței granulelor localizate în citoplasma celulei dintre lobii nucleului leucocitar Când este detectat un tip perinuclear de luminescență (pANCA), luminiscența, așa cum ar fi, conturează lobii nucleului leucocitar, lăsând nucleul celular necolorat Detectarea pANCA este o consecință a fixării neutrofilelor cu etanol, ceea ce duce la redistribuirea granulelor în citoplasma celulei, ca urmare a căreia antigenele granulare încărcate pozitiv atrag ADN-ul nuclear încărcat negativ O strălucire similară se găsește în prezența ANA, în primul rând anticorpi la dsDNA și proteinele histonelor Neutrofilele posedă majoritatea antigenelor ANA și sunt substratul pentru detectarea ANF Pentru a distinge ANF de fluorescența ANCA specifică, este necesar să se testeze toate serurile pozitive pentru antigene antineutrofile împotriva ANF în paralel, ceea ce oferă o specificitate mai mare pentru detectarea autoanticorpilor antineutrofili Pe lângă cele două tipuri principale de luminescență, pot fi observate variante atipice de colorare a celulelor, care indică DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ca X-ANZA Detectarea variantelor atipice de strălucire ANCA este utilizată în diagnosticul bolilor inflamatorii intestinale Variante atipice ale ANCA au fost descrise în colita ulceroasă ( %) boala Crohn ( %), hepatită autoimună ( %) colangita sclerozantă primară ( %), ciroza biliară primară ( %) și vasculita în PR ( - %) Specificitatea antigenică a ANCA nu poate fi stabilită în toate serurile care conțin anticorpi antineutrofili detectați prin imunofluorescență indirectă În conformitate cu recomandările Consensului Internațional (Savige, ), este indicat să se determine specificitatea ANCA numai după detectarea autoanticorpilor cu ajutorul imunofluorescenței indirecte, ceea ce asigură o sensibilitate maximă pentru determinarea antineutrinilor (anticorpi filici (Tabelele -) ) Tabelul - Specificitatea antigenică a principalelor tipuri de anticorpi citoplasmatici antineutrofili și frecvența aproximativă a detectării acestora zANCA Proteinaza- % Mieloperoxidaza % proteina BPI % LANCA Mieloperoxidaza % Lactoferină % Elastază % catepsină G % Proteinaza- % HANCA Lactoferină % elastaza % Angigen nespecificat Anticorpii la proteinaza (PR- ) sunt detectați predominant în fluorescența de tip cANCA PR- este o serin proteinază de kDa care este localizată în granulele azurofile ale neutrofilului împreună cu alte serin proteinaze Rareori, la detectarea tipului de luminiscență cANCA, sunt observați anticorpi la alte enzime ale granulelor, în primul rând la proteina BPI Anticorpii cANCA/anti-PR- sunt principalul tip de anticorpi antineutrofili din serul pacientilor cu granulomatoza Wegener În această boală, titrul ciANCA este asociat cu activitatea sa clinică, iar terapia imunosupresoare de succes a granulomatozei duce la o scădere a conținutului de anticorpi sub pragul de detectare Anticorpii la mieloperoxidază (MPO) sunt determinați de tipul perinuclear de imunofluorescență MPO este principala enzimă microbicidă a granulelor azurofile care generează radicali de oxigen MPO are o sarcină pozitivă pronunțată, ceea ce determină redistribuirea sa către nucleu în timpul fixării neutrofilelor cu etanol În plus, formarea ANCA direcționată împotriva altor enzime granulare neutrofile, cum ar fi lactoferina, elastaza și catepsina G este adesea observată în fluorescența perinucleară Spre deosebire de anticorpii la PR- , pANC A/anti-MPO nu sunt foarte specifici pentru diagnosticarea vreunei vasculite particulare și se găsesc în toate vasculitele asociate ANCA și bolile asociate Anticorpii împotriva MPO se găsesc la majoritatea pacienților cu vasculită necrozantă idiopatică cu semilună, cu poliangeită microscopică și, de asemenea, cu herpesvirusuri fără anticorpi împotriva PR- /cANCA DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE În LES, datorită afinității mari a ADN-ului pentru MPO, acizii ribonucleici circulanți din celulele distruse din curbă sunt capabili să se lege de substratul MPO în imunotestele enzimatice pentru a determina pANCA conducând la o rată ridicată de fals pozitive Anticorpii antineutrofili la BPI (proteiri de creștere a permeabilității bactericide) sunt diagnosticați la % dintre pacienții cu fibroză chistică; au o luminescență de tip cANCA la imunofluorescență Infecția cu Pseudomonas, care însoțește adesea fibroza chistică, este considerată principalul inductor al anticorpilor la BPI Anticorpii la lactoferină și catepsină G se găsesc în vasculitele asociate cu RA, LES și vasculitele asociate cu inflamația granulomatosă cronică în cazul bolilor intestinale O incidență mare a anticorpilor la lactoferină este observată la pacienții cu boli hepatice autoimune, cum ar fi hepatita autoimună și ciroza biliară primară ANCA, care apare la - % dintre pacienții cu colangită sclerozantă primară, se datorează prezenței anticorpilor la lactoferină Anticorpii la elastaza neutrofilă se găsesc în LES, în special în manifestările neurologice ale acestei boli, și sunt prezenți și la pacienții cu PR și la pacienții cu colită ulceroasă ANTICORPI LA MEMBRANA DE BAZĂ GLUMER Anticorpii la nivelul membranei bazale a glomerulului sunt direcționați împotriva regiunii necolagenoase a lanțului a de colagen de tip IV, al cărui antigen se găsește în rinichi, plămâni, cristalin, cohlee, creier și testicul Colagenul de tip IV este componenta principală a membranelor bazale ale alveolelor și glomerulusului rinichiului, ceea ce determină tabloul clinic specific al sindromului Iudpasture, care combină glomerulonefrita și alveolita hemoragică Leziunile renale predomină de obicei în tabloul clinic, ceea ce face posibilă distingerea unei forme limitate a sindromului lui Iuda, însoțită de dezvoltarea glomerulonefritei rapid progresive Anticorpii membranei bazale sunt direct implicați în patogeneza leziunii renale în această boală; administrarea lor la un animal de laborator duce la dezvoltarea glomerulonefritei extracapilare Titrurile lor ridicate pot fi detectate în eluați din rinichi, iar conținutul de anticorpi din ser se corelează cu activitatea clinică a bolii Examinarea imunofluorescentă a biopsiilor de rinichi în sindromul Judpasture poate evidenția autoanticorpi ca depozite liniare de imunoglobuline pe membrana bazală glomerulară Principala metodă de determinare a anticorpilor la membrana bazală este ELISA folosind un antigen purificat Detectarea anticorpilor este diagnostica pentru aceasta boala si permite diferentierea de alte cauze de hemoragie pulmonara si glomerulonefrita Examinarea timpurie a pacienților cu sindromul Goodpasture este extrem de importantă pentru prognosticul pacienților cu această boală, deoarece numai numirea unei terapii specifice poate păstra funcția rinichilor și poate preveni adesea moartea pacientului Titrurile ridicate de anticorpi anti-membrană bazală pot persista în timpul remisiunii clinice și pot scădea treptat pe parcursul a câteva luni Transplantul de rinichi poate fi recomandat doar pacienților seronegativi, deoarece menținând titruri semnificative de anticorpi la membrana bazală, există un risc mare de reapariție a bolii în grefă Anticorpii anti-membrană bazală renală pot coexista la pacienții cu anticorpi anti-MPO; clinic - cu glomerulonefrită rapid progresivă și vasculită sistemică DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Complexe imune circulante Pielea, datorita vascularizatiei abundente si a vaselor de calibru mic, este afectata de complexul imun, vasculita leucocitoclastica, numita vasculita de hipersensibilitate Semnele morfologice ale vasculitei leucocitoclastice sunt necroza fibrinoidă a pereților vaselor cu infiltrare de neutrofile polimorfonucleare, care sunt distruse odată cu formarea unui rest nuclear caracteristic Un tip de vasculită leucocitoclastică este o variantă limfocitoclastică, în care predomină infiltrarea limfocitară De obicei, vasculita leucocitoclastică se dezvoltă pe fondul unei alte boli autoimune sau este o reacție de hipersensibilitate la un agent exogen Toate aceste condiții se caracterizează prin apariția în serul sanguin al unui pacient al CEC, așezându-se pe pereții vaselor mici Formarea complexelor imune face parte din procesele normale de interacțiune dintre un anticorp și un antigen Apariția unui antigen exogen în sânge și un răspuns imun umoral sunt motivul principal pentru formarea CEC În același timp, complexele imune pot consta exclusiv din imunoglobuline, de exemplu, în crioglobulinemie și boala Schonlein-Henoch, care se datorează sintezei afectate de anticorpi în aceste boli Legarea unui antigen exogen de anticorpi specifici duce la formarea de complexe imune care pot fi captate de receptorii pentru fragmentele Fc ale moleculelor de imunoglobuline și complement pe celulele sistemului reticuloendotelial care asigură eliminarea complexelor imune Vasculita complexului imun se poate datora formării unei cantități excesive de CEC, o încălcare a clearance-ului normal al CEC, precum și o solubilitate redusă a complexelor imune rezultate Ca urmare, CEC-urile sunt depuse în peretele vaselor mici, ceea ce duce la activarea sistemului complement, sinteza anafilotoxinelor și citokinelor și formarea ulterioară a unui infiltrat de leucocite Există multe teste de laborator care vizează detectarea CIC (Tabelele - ), dar cea optimă nu există încă Acest lucru se datorează polimorfismului complexelor imune, a căror compoziție, masă și sarcină nu sunt constante În plus, standardizarea unui număr de teste biologice este dificilă și, prin urmare, metodele fizico-chimice și biochimice mai puțin informative sunt utilizate mai des Deși detectarea CIC este recunoscută ca un parametru suplimentar de laborator util în LES și RA, utilizarea testelor specifice este dificilă din cauza reproductibilității slabe, laboriozității și specificității scăzute a acestora La noi, marea majoritate a laboratoarelor folosesc metoda de precipitare CEC folosind polietilenglicol Acesta este un test brut pentru a detecta prezența complexelor cu greutate moleculară mare în ser Cel mai bun test pentru detectarea CIC este considerat a fi reacția de legare a componentei Clq a complementului Tabelul - Metode de determinare a complexelor imune circulante Baza metodei de testare Proprietăți fizice și chimice Crioprecipitare Precipitare cu polietilen glicol Ultracentrifugarea Morfologie și mărime Fagocitoză indirectă prin granulocite Legarea complementului Legarea C q Legarea conglutininei Activitate anticomplementară DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Sfârșitul mesei - Baza metodei de testare Legarea la antiglobulină Inhibarea activității RF Legarea la receptorii celulelor sanguine (prin Ec) Activarea trombocitelor Legarea receptorului de cultură celulară (prin Ec și receptorul de complement) Testul Raji Cell Lipsa de fiabilitate a metodelor de determinare a CEC în ser duce la un anumit scepticism în utilizarea acestor metode În plus, niveluri ridicate de CEC pot fi găsite la persoanele clinic sănătoase O opțiune alternativă pentru determinarea CIC este un studiu morfologic al biopsiei tisulare folosind imunofluorescența directă pentru a detecta depozitele de imunoglobuline și componente ale complementului Dacă se suspectează un proces imunocomplex în dezvoltarea bolii, atunci ar trebui recomandată biopsia tisulară cu imunofluorescență directă CRIOGLOBULINE Determinarea crioglobulinelor se deosebește de alte metode de detectare a CIC, deoarece este o metodă fiabilă de diagnosticare a crioglobulinemiei cu dezvoltarea vasculitei imunocomplex Crioglobulinele sunt CEC compuse exclusiv din imunoglobuline și capabile să formeze conjugate insolubile la temperaturi sub temperatura centrală a corpului uman Precipitarea lor în vasele mici ale pielii duce la tabloul clinic al crioglobulinemiei, caracterizată prin vasculită hemoragică la nivelul extremităților, slăbiciune și artralgii Mai rar, cu crioglobulinemie, glomerulonefrită, limfadenopatie și splenomegalie, se observă neuropatie periferică și sindrom Raynaud Cel mai adesea, acest tip de patologie apare la persoanele în vârstă de - de ani, iar femeile se îmbolnăvesc de ori mai des decât bărbații Determinarea crioglobulinelor trebuie efectuată în ser și nu în plasma sanguină pentru a evita o posibilă eroare în detectarea criofibrinogenului, un tip special de fibrinogen care se coagulează la temperaturi scăzute Sângele trebuie obținut de la pacient direct în laborator pentru a preveni răcirea acestuia; formarea unui cheag de sânge și centrifugarea se efectuează la o temperatură de °C Este nevoie de mai mult de de ore pentru a detecta crioprecipitatul precipitat în serul sanguin Precipitarea crioglobulinelor de tip poate dura până la zile Deoarece chiar și serul normal este capabil să formeze precipitate insolubile într-un astfel de timp, după detectarea crioprecipitatului, este necesar să se realizeze dizolvarea acestuia prin reîncălzire la °C Rezultatul precipitării crioglobulinelor nu este întotdeauna evident Agregarea crioglobulinelor poate avea loc cu formarea de cristale de proteine, fulgi, gel Pentru a unifica conținutul de crioglobuline după formarea unui precipitat, precipitatul trebuie centrifugat în condiții standard, ceea ce permite o evaluare semicantitativă a volumului de crioglobuline sub formă de criocrit Evaluarea criocritului poate fi utilizată pentru a monitoriza eficacitatea crioglobulului și a terapiei nem și i Există tipuri de crioglobulinemie Crioglobulinele de primul tip se caracterizează prin prezența în plasmă a unei imunoglobuline monoclonale, de obicei IgM sau IgG Principalele cauze ale apariției sale sunt bolile limfoproliferative, în primul rând mielomul, macroglobulinemia Waldenström leucemie limfocitară cronică și diferite forme de limfoame Crioglobulinele sunt disponibile la % dintre pacienții cu mielom, dar doar jumătate dintre pacienții cu DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE crioglobulinemia de tip este marcată de manifestări clinice asociate în primul rând cu o creștere a vâscozității sângelui, precum cefaleea, tulburările de vedere, hemoragiile vasculare retiniene și sindromul Raynaud În al doilea tip, sunt descrise crioglobuline cu compoziție mixtă, incluzând o componentă monoclonală, de obicei RF din clasa IgM și IgG policlonală Acest tip de crioglobulinemie apare adesea izolat, prezentându-se ca crioglobulinemie esențială (mixtă) Mai rar, crioglobulinemia mixtă este o constatare secundară la pacienții cu infecții virale, boli ale țesutului conjunctiv, procese limfoproliferative și infecții latente Principalul agent infecțios care duce la dezvoltarea crioglobulinemiei mixte este hepatita C Dintre pacienții cu hepatită virală C cu manifestări extrahepatice, titruri semnificative de crioglobuline se găsesc la % dintre pacienți, marea majoritate a acestora având titruri RF diagnostice în ser Crioglobulinele au fost diagnosticate în principal la pacienții cu stadiu cirotic al hepatitei virale La % dintre subiecții cu crioglobulinemie s-au observat semne clinice de vasculită hemoragică, la % dintre pacienți - sindrom urinar Astfel, crioglobulinemia mixtă se caracterizează prin manifestări clinice severe asemănătoare vasculitei sistemice cu o triada care combină o varietate de leziuni cutanate - de la purpură până la necroză cutanată hemoragică, dureri articulare și glomerulonefrită, care apare la % dintre pacienții cu criocrit depășind % Crioglobulinemia de al treilea tip este cel mai frecvent tip al acestei patologii și este reprezentată de complexe imune mixte de crioglobuline policlonale, care includ de obicei RF policlonal din clasa IgM Al treilea tip apare la pacienții cu DLST, în special cu LES, RA, SS, boli autoimune ale tractului gastrointestinal, glomerulonefrită poststreptococică, endocardită bacteriană subacută, infecții cu citomegalovirus și mononucleoză infecțioasă Mai ales des se găsește la pacienții cu hepatită virală cronică Tabloul vasculitei, însoțit de detectarea crioglobulinelor de al treilea tip, poate fi primul simptom al acestei boli DEPUNEREA COMPLEXELOR IMUNE ÎN BIOPSTE CUTANATE ȘI TESTAREA DANIEI LUPU Imunofluorescența directă permite detectarea depozitelor de complex imun în țesutul organului țintă În scopuri de diagnostic, biopsia de rinichi și/sau biopsia de piele sunt cel mai frecvent utilizate Studiul probelor de biopsie tisulară are o valoare diagnostică clară și se dovedește adesea a fi singura metodă de confirmare a diagnosticului în cazul unui tablou clinic și serologic ambiguu La examinarea imunofluorescentă directă a probelor de biopsie cutanată în boala difuză a țesutului conjunctiv (DCTD), se observă "tipuri principale de depunere*" de imunoglobuline și complement: AHA ip vr\u, stria lupusului și depuneri în pereții vaselor dermului Fenomenul de detectare a ANA fixat direct în țesut este denumit "anticorpi antinucleari in vivo>> AHA in vivo sunt de obicei reprezentate de imunoglobuline din clasa IgG care colorează nucleii celulelor epidermice ale pielii În mod constant acest fenomen apare în LES și CC AHA in vivo se bazează pe capacitatea autoanticorpilor de a pătrunde într-o celulă vie, ceea ce este tipic pentru autoanticorpii ribonucleoproteici Prin analogie cu detectarea ANF, poate fi investigat tipul de fluorescență Tipul de fluorescență oferă informații suplimentare: tipul granular de luminescență se observă în toate bolile autoimune, tipul nucleolar de luminescență se observă doar în sclerodermie, iar tipul omogen de luminescență se observă predominant DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE dar cu SLE Detectarea ANA în epidermă este de obicei asociată cu prezența anticorpilor la ribonucleoproteine, dar nu și a anticorpilor la dsDNA În SS, tipul caracteristic de depozite nucleare/citoplasmatice de IgG este însoțit de prezența autoanticorpilor la Ro/SS-A și La/SS-B Deși detectarea ANA în țesut sugerează LES, incidența acestui fenomen este foarte scăzută și nu depășește % în studiul biopsiilor cutanate O altă trăsătură foarte caracteristică și persistentă care poate fi detectată la examinarea prin imunofluorescență a biopsiilor cutanate este depozitele granulare mari de imunoglobuline și complement sub membrana bazală a epidermei Depistarea acestui fenomen în materialul de biopsie a pielii clinic sănătoase a bolnavilor de LES se numește "testul lupus bând" și se notează doar în LES diagnosticul acestei boli TVP este acumularea de complexe imune in situ Apoptoza keratinocitelor în LES este considerată o sursă de material apoptotic imunogen care induce un răspuns imun umoral Corpii apoptotici, care se formează în timpul distrugerii straturilor bazale ale keratinocitelor, intră în derm prin membrana bazală a epiteliului, unde se leagă de autoanticorpii care circulă în sânge Când țesutul este colorat cu antiser anti-uman împotriva imunoglobulinelor și a factorilor complementului marcat cu o etichetă fluorescentă, microscopia dezvăluie un strat luminos de granule mari de complexe imune Setul de imunoglobuline din compoziția TVP variază, depozitele de IgM sunt mai des fixate, mai rar - IgG și IgA Factorii de complement, în primul rând componenta C , sunt mai des întâlniți în cazul depozitelor de IgM Severitatea rezultatelor TVP este instabilă și eterogenă în diferite zone ale pielii Incidența TVP pozitivă este mai mare în biopsiile de piele ale zonelor expuse ale corpului expuse la lumina soarelui, cum ar fi antebrațul, brațul și pieptul Biopsia pielii intacte este recomandată deoarece inflamația și cicatricile fac dificilă descrierea TBP TVP pozitivă se observă mai des la pacienții cu LES, iar sensibilitatea acestuia ajunge la % în diagnosticul formelor sistemice severe ale acestei boli Severitatea depozitelor de IgG se corelează cu severitatea generală a bolii, titrul de anticorpi la dsDNA și afectarea rinichilor În lupusul discoid și formele de LES cu leziune cutanată predominantă, incidența TVP este mai mică și se ridică la - %, ceea ce depășește frecvența de detectare a ANF în lupusul discoid Fiabilitatea morfologică, ușurința în obținerea materialului și specificitatea ridicată a acestei metode o fac foarte atractivă pentru uz clinic La diagnosticarea DKV, TVP s-a dovedit a fi mai sensibil decât detectarea ANF În % din cazuri, imunoglobulina principală, care este EP, este IgM, mai rar sunt detectate IgG și IgA Prezența TBP trebuie rar diferențiată de depozitele specifice de IgA în dermatita herpetiformă Duhring, care este un tip de dermatoză buloasă observată predominant la pacienții cu boală celiacă În această boală, există depozite granulare de IgA sub membrana bazală a epidermei, situată în partea de sus a papilelor dermului În studiul biopsiilor cutanate în bolile reumatice pot fi detectate depozite granulare de imunoglobuline în pereții vaselor de sânge, care pot fi localizate atât în vasele superficiale, cât și în cele profunde Este posibilă depunerea imunoglobulinelor și a factorilor complementului în vasele dermei DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE suntem cu purpura Shenlein-Genoch dermatita herpetiformă Dühring, vasculită leucocitoclastică și crioglobulinemică, LES și dermatomiozită În dermatomiozită, metoda imunofluorescenței directe permite detectarea adăugării complexului de atac membranar (MAC) al complementului, reprezentat de depuneri ale componentelor terminale ale sistemului complement (C b ) în microvascularizația pielii În ceea ce privește semnificația diagnostică, MAC în capilarele pielii sub membrana bazală poate fi comparată cu TVP în LES, cu specificitatea atingând % cu sensibilitate comparabilă Depozite similare de MAC în dermatomiozită se găsesc în vasele musculare scheletice Tabloul histologic al afectarii tesutului muscular in dermatomiozita se caracterizeaza prin vasculita severa cu infiltrate perivasculare formate din limfocite CD^ Necroza miocitelor apare de-a lungul periferiei fibrelor musculare și are loc pe fondul leziunilor vasculare În țesutul muscular, depozitele de MAC sunt caracteristice zonelor cu o structură histologică păstrată a țesutului muscular, în care are loc un proces inflamator activ În zonele cu fibroză totală, mușchii de depunere MAC nu sunt detectați Aparent, distrugerea capilarelor sub acțiunea componentelor complementului duce la scleroză și distrugerea țesutului muscular Motivul formării MAC în dermatomiozită în vasele pielii și mușchilor poate fi anticorpii antiendoteliali care leagă complementul, care sunt diagnosticați la % dintre pacienții cu dermatomiozită Formarea de anticorpi MAC și antiendoteliali cu antigene pe suprafața endoteliocitelor duce la dezvoltarea vasculitei în vasele pielii și mușchilor ALTI INDICATORI IMUNOLOGICI IN VASCULITA În plus față de AETA, studiile factorilor produși de un perete celular deteriorat ca răspuns la deteriorarea imunității sunt utilizate ca marker nespecific al vasculitei de diverse etiologii În acest scop, se utilizează monitorizarea conținutului de factor VIII (factor von Willebrand), trombomodulină și fibronectină, proteine serice sintetizate de ejadoteliocite ca răspuns la deteriorare La aproape toți pacienții cu forme active de vasculită, se observă niveluri crescute ale acestor markeri, ceea ce le permite să fie utilizați în scopuri de diagnostic; o creștere a conținutului lor în plasma sanguină indică activitatea vasculitei Conținutul factorului von Willebrand reflectă deteriorarea directă a celulelor endoteliale Cu toate acestea, rezultatele determinării sale la pacienții cu vasculită au fost incerte S-a dovedit că niveluri ridicate apar în boala activă și pot persista ulterior, în ciuda îmbunătățirii clinice Experimentele ulterioare in vitro au arătat că factorul este eliberat atât de endoteliocitele deteriorate, cât și de cele care se divid rapid Acest lucru explică într-o oarecare măsură rezultatele clinice mixte Fibronectina este o glicoproteină cu greutate moleculară mare a matricei țesutului conjunctiv, care este inclusă în compoziția complexelor imune și participă la eliminarea acestora Conținutul său ridicat este fixat în vasculitele asociate cu RA, LES, sindromul Kawasaki, vasculitele în sindromul Behcet, reflectă distrugerea peretelui vascular Conținutul de fibronectină plasmatică este redus în crioglobulinemia mixtă esențială, ceea ce indică legarea acesteia în compoziția crioglobulinelor Trombomodulina este o glicoproteină a membranei endoteliocitelor, iar eliberarea ei în fluxul sanguin însoțește deteriorarea peretelui vascular Ca marker al activității LES, trombomodulina depășește moleculele de adeziune solubile, SIL- R, IL- seric, IL- anticorpi la dsDNA, proteine de fază acută, VSH, complement și imunoglobuline, creatinină și ANA Conținutul său ridicat în DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE plasma sanguină se observă în purpura Schonlein Tenoch, SS și alte vasculite asociate ANCA Formele solubile ale moleculelor de adeziune sunt, de asemenea, produse ale celulelor endoteliale Ele sunt eliberate în timpul activării celulelor endoteliale în timpul inflamației și pot fi potențial utilizați ca indicatori ai activității vasculitei și a afecțiunilor similare vasculitei ICAM- este una dintre principalele molecule de adeziune intercelulară care mediază interacțiunea dintre leucocite și endoteliocite Expresia sa pe membrana endoteliocitelor este indusă în timpul inflamației În plus, în timpul activării celulare, aceste molecule sunt eliminate din membranele celulare, ducând la formarea unei forme solubile de sICAM-I Niveluri serice crescute de sICAM-I sunt observate în vasculita temporală, purpura Henoch-Schonlein, vasculita asociată ANCA și leucocitoclastică, LES activ, sindromul Behçet, șoc septic, malignitate și infarct miocardic Vasculita care însoțește bolile sistemice ale țesutului conjunctiv duce, de asemenea, la o creștere a conținutului de sICAM-I La pacienții cu RA, este diagnosticat un conținut semnificativ crescut de sICAM-I în serul sanguin, în special concentrații mari de sICAM-I au fost observate în pacienți cu tablou clinic de vasculite imunocomplex Markeri serologici în leziunile hepatice autoimune ANTICORPI PENTRU MUSCHIUL NED (F-ACTINA) Anticorpii anti-mușchi netezi (ARMA) reacționează cu miofilamentele din citoplasma celulelor musculare netede Există mai multe tipuri de anticorpi împotriva mușchilor netezi, inclusiv actina fibrilare (F), tubulină și desmină Dintre acestea, doar anticorpii la F-actina sunt un marker al hepatitei autoimune, în timp ce anticorpii la tubulină, desmină și vimentină se găsesc în bolile reumatice și infecțiile virale și nu au semnificație clinică independentă Actina este o proteină globulară de kDa, care este denumită microfilamente Actina poate exista atât sub formă monomerică (M) cât și sub formă fibrilă polimerizată (F) Legarea autoanticorpilor depinde de conformația epitopilor în forma F, astfel încât izolarea actinei F în forma sa nativă este dificilă Acest lucru explică necesitatea utilizării criosecțiilor minim fixate în NRIF și dificultatea de a dezvolta metode imunochimice pentru detectarea autoanticorpilor Standardul pentru detectarea MA AG este NRIF pe un substrat triplu, incluzând criosecții ale stomacului, rinichilor și ficatului la șobolani Anticorpii la actina coloreaza citoplasma fibrelor musculare, inclusiv muschii externi ai stomacului, lamina musculara# mucoasei, fasciculele musculare interglandulare ale mucoasei, peretii vaselor din stratul submucos si rinichi, celulele mezangiale ale glomerulilor În mod caracteristic, anticorpii la actină sunt de obicei reprezentați de clasa IgG și apar în titruri egale sau mai mari de : Filamentele de actină sunt slab exprimate în celulele HEp- ; prin urmare, tipul citoplasmatic de luminescență în prezența anticorpilor la actină este rar determinat În contrast, filamentele de vimentină și desmină sunt observate în mod obișnuit pe celulele HEp- și apar în titruri de : - : Pentru a confirma specificitatea antigenică a anticorpilor la actină, pot fi utilizate substraturi suplimentare, inclusiv culturi de fibroblaste sau linii celulare asemănătoare fibroblastelor tratate cu vinblastină, care distruge filamentele "non-actinice" DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Anticorpii antimușchilor dinți au fost detectați de către NRIF la pacienții cu hepatită cronică activă; la acești pacienți sunt adesea detectați alți markeri ai bolilor sistemice - celule LE, ANF, hipergammaglobulinemie Definiția AHMA a făcut posibilă separarea acestei forme de hepatită de bolile reumatice sistemice și denumirea de "hepatită autoimună" Astăzi AGMA direcționate împotriva F-actinei sunt considerate ca fiind cel mai sensibil marker al hepatitei autoimune de tip I, deși apariția lor în această boală este de doar - % ANTICORPI LA MICROZOMI HEPATIC-RINCHI Anticorpii la microzomi ai ficatului / rinichilor (autoanticorpi microsornali hepatic-rinichi - LKM) se formează pe fondul hepatitei autoimune de tip II Acest tip de autoanticorp reacționează cu tubii proximali ai rinichiului și cu citoplasma hepatocitelor În funcție de ținta antigenică și asocierea cu boala, LKM este împărțit în tipuri, deși în marea majoritate a cazurilor este necesară și suficientă determinarea principalilor autoanticorpi de tip Ținta antigenică a LKM- este citocromul microzomal al sistemului p D Anticorpii de tipurile și sunt extrem de rari în hepatitele virale și induse de medicamente și nu au semnificație clinică independentă Țintele lor antigenice sunt, de asemenea, citocromi și enzime microzomale Metoda recomandată pentru detectarea LKM- este NRIF pe un substrat triplu, inclusiv criosecții ale rinichiului, ficatului și stomacului unui șobolan Pe substratul tisular al șobolanului LKM- , anticorpii se leagă de tubulii proximali ai rinichilor și celulelor hepatice; totuși, spre deosebire de anticorpii mitocondriali, ei nu reacţionează cu celulele epiteliale ale mucoasei gastrice și nu colorează tubii distali ai rinichiul În plus, în comparație cu anticorpii la mitocondrii, LKM- se leagă mai puternic de țesutul hepatic Există metode pentru determinarea autoanticorpilor LKM folosind ELISA și imunoblot Anticorpii la LKM- sunt principalul marker serologic al hepatitei autoimune de tip II, care afectează în principal copiii mai mari de an și adolescenții AIH- , spre deosebire de AIH I, este mai frecventă la fete, boala este mai activă, duce mai des la ciroză și este adesea însoțită de alte boli autoimune, inclusiv diabet, vitiligo și tulburări autoimune ale tiroidei Adesea, se înregistrează un debut fulminant, cu perioade de exacerbare și atenuare, iar ciroza se dezvoltă în decurs de ani Analizele de sânge se caracterizează printr-o creștere moderată a transaminazelor, o scădere a IgA serice În comparație cu alți autoanticorpi utilizați pentru diagnosticarea bolii hepatice autoimune, anticorpii împotriva LKM- sunt relativ rari Extrem de rar, anticorpii împotriva LKM se găsesc în hepatita virală C ( - %) și hepatita D Împreună cu anticorpii LKM- în hepatita autoimună de tip I, sunt detectați anticorpi la antigenul citosol hepatic (LC- ) Acești anticorpi sunt direcționați către una dintre proteinele citoplasmei hepatocitelor cu o masă de kDa Pentru a le determina, se poate folosi NRIF pe un substrat triplu de țesuturi de șobolan, cu toate acestea, anticorpii împotriva LC- sunt foarte greu de detectat pe fondul titrurilor mari de anticorpi anti-LKM- Pentru a diagnostica acest tip de autoanticorpi în munca practică, este recomandabil să folosiți metoda ELISA și imunoblot Pentru diagnosticul AIH se folosește un alt marker serologic rar, dar foarte specific, care sunt anticorpii la antigenul hepatic solubil (SLA) Autoanticorpi la SLA sunt observați în - % din toate cazurile de AIH, în prezența lor, AIH răspunde mai rău la tratamentul imunosupresor DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ANTICORPI LA MITOCONDRII Autoanticorpii anti-mitocondriali, o familie de anticorpi angimitocondriali direcționați împotriva enzimelor de fosforilare oxidativă a membranei interne mitocondriale, au fost descriși pentru prima dată în ciroza biliară primară (PBC) Antigenul principal este subunitatea E a complexului -oxodehidrogenază, care este implicată în ciclul acidului tricarboxilic și în sinteza acizilor grași Majoritatea autoantigenelor mitocondriale sunt localizate pe membrana mitocondrială interioară a celulelor eucariote și procariote În cursul evoluției, enzimele cascadei oxidative nu s-au schimbat, ceea ce face posibilă utilizarea antigenelor de șobolan și bovine în testele pentru determinarea anticorpilor antimitocondriali (AMA) Subunitatea E este comună pentru mai multe enzime glicolitice (PDC, BCOADC, OGDC), în secvența sa de aminoacizi, au fost identificați epitopi AMA imunodominanți liniari, caracteristici PBC Complexul piruvat-decarboxilază degradează lipidele și este susceptibil la multe substanțe hepatotoxice Modificarea sa antigenică joacă un rol principal în dezvoltarea unui răspuns autoimun în PBC În același timp, rolul AMA în patogeneza bolii nu a fost stabilit, deoarece imunizarea cu antigenul animalelor de laborator nu duce la dezvoltarea PBC Metoda principală pentru determinarea AMA este NRIF pe un substrat triplu, inclusiv rinichiul, stomacul și ficatul unui șobolan Atunci când se utilizează un complex de țesut triplu, anticorpii mitocondriali colorează toate structurile bogate în mitocondrii - celule ale tubilor rinichilor și mucoasei gastrice, precum și citoplasma hepatocitelor Tratamentul secțiunilor mucoasei gastrice cu uree distruge antigenele mitocondriale, ceea ce face posibilă diferențierea AMA de anticorpii la celulele parietale gastrice, care reacționează și cu mucoasa Citoplasma celulelor Hep- este bogată în mitocondrii; prin urmare, prezența AMA poate fi suspectată deja în stadiul de detectare a ANF Tipul granular de fluorescență a ANF este observat la % dintre pacienții cu CBP și poate face dificilă detectarea fluorescenței citoplasmatice Pentru a determina specificitatea antigenică a AMA, se utilizează ELISA și imunoblot Din punct de vedere istoric, au fost izolate varietăți de autoanticorpi la antigenele mitocondriale și fiecare varietate are caracteristici de legare la structurile histologice pe un substrat de țesut triplu (Tabelele - ) Antigenii de anticorpi mitocondriali sunt de natură variată Astfel, AMA-Mt sunt APA care reacţionează cu membrana mitocondrială internă bogată în cardiolipină Pentru ciroza biliară primară, anticorpii la M , M , M sunt cei mai caracteristici și M Printre aceștia, AMA-M se observă la majoritatea pacienților cu ciroză biliară, astfel încât detectarea altor anticorpi este doar de interes științific AMA-M este de obicei detectat la titruri mari Specificitatea diagnostică ridicată a AMA este asigurată de detectarea lor rară în alte boli autoimune, iar în procesele reumatice titrurile AMA nu depășesc : AMA-M se găsesc în miocardită Există o serie de markeri serologici minori pentru PBC care se încadrează în familia ANA, inclusiv sp și PML, precum și gp Anticorpii anti-splOO și PML sunt antigeni ANF cu puncte luminoase în nucleu, care sunt adesea observați în PBC Anticorpii la gp J reacționează cu porii membranei nucleare; în metoda NRIF pe celulele HEp- , ei provoacă un tip periferic de luminiscență nucleară Acești autoanticorpi sunt prezenți la - % dintre pacienții cu CBP DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Anticorpi la mitocondrii Varietatea AMA Antigenul principal Caracteristici în timpul NRIF pe un substrat triplu Forma nosologică M, Cardiolipin Tubuli renali distali numai APS, LES și alte boli reumatice E, subunitatea complexului de piruvat decarboxilază (PDC-EJ Tubuli proximali și distali și mucoasa gastrică Ciroză biliară primară m Nespecificat Glomeruli, tubulii rinichilor și mucoasa gastrică LES indus de medicamente Sulfit oxidaza Nu se distinge de M Ciroza biliară primară m Nespecificat Tubuli proximali numai APS și alte boli reumatismale H Monaminoxidaza B Se leagă de bucla celulelor Henle Hepatită indusă de medicamente H Sarcozin dehidrogenaza Colorează tubulii rinichilor, dar nu se leagă de mucoasa gastrică Miocardită și cardiomiopatie M Nespecificat Reacție predominant la nivelul mucoasei gastrice Ciroză biliară primară m Glicogen fosforilază Reacție numai cu mucoasa gastrică Ciroză biliară primară Markeri serologici în leziunile autoimune ale tractului gastrointestinal Gastrita autoimună (tip A) se referă la bolile autoimune frecvente ale tractului gastrointestinal În % din cazuri, însoțește procesele autoimune la nivelul glandei tiroide, alopecie și vitiligo, deși poate apărea de la sine Gastrita autoimună are loc subclinic și este rareori un motiv pentru ca pacienții să consulte un medic Se bazează pe o reacție autoimună îndreptată împotriva celulelor de căptușeală (parietale) ale stomacului Există mai multe celule parietale în corpul stomacului, astfel încât, de obicei, gastrita autoimună se caracterizează prin atrofia secțiunilor fundice în comparație cu gastrita antrală cu infecție cu Helicobacter pylori Anticorpii la celulele parietale gastrice (APCC) sunt observați la % dintre pacienții cu gastrită atrofică și anemie pernicioasă Celulele parietale ale stomacului produc acid clorhidric și factorul intern al Castle, care este necesar pentru absorbția vitaminei B în intestin Autoanticorpii fixează complementul și sunt direct implicați în distrugerea populației de celule parietale și în dezvoltarea gastritei atrofice Distrugerea populației de celule parietale duce la gastrită hipoacidă, malabsorbție, deficit de fier și anemie pernicioasă Nu există nicio relație între detectarea autoanticorpilor la celulele parietale ale stomacului și gastrita antrală Titrurile de autoanticorpi nu se corelează cu severitatea atrofiei mucoasei gastrice, deci monitorizarea acestora este inadecvată Pentru a detecta APLC, metoda NRIF este utilizată pe criosecțiuni ale fundului de ochi din stomacul unui șobolan sau șoarece Anticorpii reacționează numai cu celulele parietale ale stomacului și apar cu colorare citoplasmatică caracteristică, care corespunde locației tubilor intracelulari De bază DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE f antigen APKZh - [ -subunitatea H-, K-ATPіzy, care este implicată în acidificarea conținutului stomacului Se recomandă utilizarea unui titru seric inițial de : Mucoasa gastrică este bogată în mitocondrii și de aceea se colorează cu anticorpi antimitocondriali Pentru diferențierea APCC și AMA, este oportun să se utilizeze rinichi de șobolan, care leagă doar AMA, ca substrat în paralel Există o metodă care utilizează o soluție M de uree, care, prin rezolvarea antigenelor AMA, face posibilă diferențierea acestora de APCC pe mucoasa gastrică de șobolan Factorul intrinsec (factorul Castle) este o glicoproteină de kDa care este secretată în lumenul gastric și servește la legarea și transportul vitaminei B în peretele intestinal Autoanticorpii la factorul intrinsec pot determina afectarea funcției acestuia prin blocarea legării acestuia de vitamina, prevenind astfel absorbția complexului în intestinul subțire Anticorpii la factorul intrinsec sunt mai specifici decât APC-urile în diagnosticarea anemiei pernicioase și a deficitului de vitamina Bp Principala metodă de determinare a anticorpilor la factorul intern este ELISA ~ ANTICORPI LA ENDOMIZIE SI TRANSGLUTAMINAZA TISUTALA Anticorpii anti-endomiziali (AEA) sunt utilizați în diagnosticul bolii celiace; aceasta este principala metodă de diagnostic serologic al bolii celiace, mai fiabilă decât determinarea anticorpilor la gliadină Antigenul principal al AEA este transglutaminaza tisulară (TcTG), care este o enzimă care leagă calciul Funcția principală a GkTG este formarea de legături încrucișate între proteine datorită reacției dintre glutamină dintr-o proteină și lizină în alta Există izoforme ale acestei enzime, care diferă în localizarea țesutului Tipul Tc GH este exprimat predominant în stomac Ținta anticorpilor în dermatita herpetiformă, care este strâns asociată cu boala celiacă, este TcTG tip , care se exprimă în piele În mod normal, activitatea acestei enzime este maximă în celulele stratului bazal al epiteliului intestinal, precum și în stratul submucos La pacienții cu boală celiacă, există o expresie crescută a TcTG în toate straturile mucoasei intestinale α-Gliadina este compusă în proporție de % din aminoacidul glutamină, care suferă dezaminarea sub acțiunea TcTG Dezaminarea gliadinei duce la formarea de neoepitopi care conțin aminoacidul încărcat negativ glutamat și care au o mare afinitate pentru HLA-DQ și OQg, purtarea cărora predispune la dezvoltarea bolii celiace Cu toate acestea, genotipul HLA-DQ^ este prezent la - % dintre europeni, dar nu toată lumea dezvoltă boala celiacă TcTG dezaminează o serie de proteine ale țesutului conjunctiv din compoziția fibrelor endomisiale și reticulinei Astfel, răspunsul imun la un antigen exogen duce la formarea de anticorpi la α-gliadină, precum și autoanticorpi împotriva autoantigenelor endomiziale, reticulinei și TcTG AEA poate fi determinată utilizând NRIF pe o varietate de substraturi care conțin antigen Se pot folosi criosecții ale esofagului, ficatului, stomacului, peretelui vezicii urinare de maimuță, rinichilor de șobolan și intestinului subțire Un alt substrat pentru detectarea AEA sunt criosecțiile cordonului ombilical uman Feliile criostat de esofag de maimuță sunt considerate a fi substratul standard pentru NRIF Se utilizează de obicei o diluție : de ser și un antiser de clasă IgA Serurile cu titruri mari de AEA dau o colorație tipică care seamănă cu un fagure de miere Inițial, antigenele animale au fost utilizate în sistemele ELISA pentru a detecta anticorpi la TcTG Cu toate acestea, nivelul scăzut de purificare a proteinelor, precum și prezența epitopilor specifici speciei, au redus specificitatea testului A doua generație ELISA sa bazat pe TcTG uman recombinant Datorită parametrilor analitici înalți, aceste teste ELISA sunt în mare măsură DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE sancțiunile au înlocuit metoda NRIF de diagnosticare a AEA Sensibilitatea ridicată a sistemelor de testare ELISA îmbunătățește diagnosticul bolii celiace, cu toate acestea, sistemele de testare de la mulți producători au specificitate scăzută, în special în diagnosticul diferențial al bolii celiace și al altor boli gastrointestinale Studiul structurii antigenice a moleculei TcTG a arătat că principalul epitop al anticorpilor în boala celiacă este conformațional și este format din miezul moleculei de enzimă Autoanticorpi la TcTG caracteristică bolii celiace, inhibă activitatea enzimei În același timp, anticorpii la TcTG găsiți la pacienții cu hepatită autoimună, ciroză și infecții virale sunt direcționați către domeniile exterioare ale moleculei TcTG Acest lucru poate explica specificitatea mai mică a anticorpilor la TcTG în comparație cu determinarea AEA Pentru diagnosticul de laborator al bolii celiace, se utilizează determinarea anticorpilor la TcTG din clasele IgA și IgG Cel mai specific test pentru detectarea anticorpilor la TcTG din clasa IgA, care este prezent la % dintre pacienții cu debut de boală celiacă Autoanticorpii IgA pot fi găsiți în sânge, precum și în alte fluide corporale, inclusiv saliva și bilă Detectarea autoanticorpilor IgG este mai puțin specifică, deoarece aceștia apar în alte boli inflamatorii ale tractului gastrointestinal, dar pot fi utilizați pentru a diagnostica boala celiacă la persoanele cu deficit selectiv de IgA ANTICORPI LA A-GLIADINA DIN CLASELE IgG ȘI IgA Anticorpii anti-gliadină au fost principala metodă de diagnostic imunologic al bolii celiace Strict vorbind, gliadina nu este un auto-antigen, dar un răspuns imun împotriva gliadinei declanșează o cascadă de răspunsuri imune care produc autoanticorpi și dezvoltă o boală autoimună Gliadina este o fracțiune solubilă în alcool a glutenului, care, la rândul său, este o componentă a glutenopectinei din cereale Glutenul oferă elasticitate aluatului de făină și datorită acestei proprietăți, este utilizat pe scară largă pentru prepararea multor alimente Compoziția glutenului de cereale include mai mult de de proteine gliadină diferite, care sunt împărțite în fracțiuni a-, [}-, y- și n- Datorită conținutului lor ridicat de prolină, gliadinele sunt relativ rezistente la degradarea enzimatică în tractul gastrointestinal Studiul structurii moleculare a proteinelor din gluten a condus la identificarea unei secvențe liniare de aminoacizi imunodominante QPEQPFP Ultimul reziduu de glutamină din această structură servește ca țintă pentru enzima transglutaminaza tisulară, sub acțiunea căreia este transformată în glutamat Modificarea încărcăturii moleculei duce la o mai bună legare la HLA-DQ^ și la stimularea răspunsului imun Pentru determinarea anticorpilor la gliadină se utilizează metoda ELISA Antigenul se obține din fracția de gluten solubilă în alcool a cerealelor Această fracțiune conține multe proteine diferite și secvențe de gliadină Variațiile semnificative ale compoziției proteinelor, precum și o varietate de antigene, explică diferențele dintre sistemele de testare de la diferiți producători și specificitatea scăzută a acestor teste Acest lucru duce la faptul că anticorpii la gliadină sunt semnificativ inferiori în ceea ce privește conținutul de informații clinice și de laborator față de AEA și anticorpii împotriva transglutaminazei tisulare Pentru diagnosticul bolii celiace se utilizează determinarea anticorpilor la clasele de gliadine IgA și IgG Anticorpii IgG anti-gliadină sunt sensibili, dar foarte nespecifici și pot fi considerați ca un indicator al inflamației la nivelul tractului gastrointestinal Anticorpii din clasa IgA sunt prezenți la - % dintre pacienții cu boală celiacă Concentrația de anticorpi la cx-gliadină scade progresiv după numire și aderarea la o dietă fără gluten Relativ recent, au apărut sisteme comerciale de testare bazate pe un antigen "model" care conține imunități liniare repetate în mod multiplicat CIAGNOSTIA BOLILOR AUTOIMUNE secvențe de gliadină fără dominantă Se presupune că această abordare va crește semnificativ specificitatea de diagnosticare a anticorpilor la gliadină și va îmbunătăți standardizarea determinării acestui indicator Anticorpi la Saccharomyces cerevisiae Patogenia bolii Crohn se bazează pe pierderea toleranței la antigenele alimentare, rezultând un răspuns imun la antigenele alimentare și antigenele conținutului intestinal Pentru diagnosticul bolii Crohn se utilizează determinarea anticorpilor la drojdia de panificație Saccharomyces cerevisiae (ASCA), care este un antigen natural Pe lângă anticorpii la antigenele drojdiei de panificație, boala Crohn produce anticorpi la proteina membranară OTP a Escherichia coli și Pseudomonas fluorescens În boala Crohn se găsesc anticorpi la secvențele de polizaharide care fac parte din peretele celular al multor organisme Anticorpii polizaharizi se numesc ALCA, AMCA și ACCA Ei sunt uniți prin termenul "anticorpi anti-glicani" Apariția fiecăruia dintre acești markeri nu depășește %, astfel încât utilizarea lor în diagnosticul bolii Crohn este ineficientă Principalii epitopi imunogeni ai ASCA sunt, de asemenea, componente ale polizaharidelor, inclusiv manotetroza și manotrioza Prezența ASCA se poate datora reactivității încrucișate cu drojdia comună C albicans În mod caracteristic, C albicans este semănat mai des la pacienții cu boală inflamatorie intestinală și la familiile acestora Principala metodă de determinare a ASCA este NRIF pe celulele de drojdie, deși pot fi utilizate și sisteme de testare bazate pe metoda ELISA Indiferent de zona geografică și rasa celor examinați, anticorpii împotriva fungilor de drojdie sunt detectați în boala Crohn cu aceeași frecvență, care este de aproximativ % ( - %) Este caracteristic faptul că anticorpii împotriva ASCA sunt mai frecvente la rudele pacienților cu boli inflamatorii intestinale ( - %), în comparație cu frecvența indicatorului într-o populație sănătoasă ( - %) și la pacienții cu ulcerații nespecifice colită (UC) ( - %) Anticorpii pot fi fie IgG, fie IgA cu o specificitate globală de % În boala Crohn, pacienții cu ASCA au o evoluție mai severă a bolii, care este asociată cu episoade frecvente de obstrucție intestinală și, de asemenea, răspunde mai bine la terapia cu blocante TNF-α Anticorpi la celulele caliciforme Anticorpii la celulele caliciforme (ABA) sunt un marker serologic al UC Celulele caliciforme ale intestinului produc mucină, care constă dintr-o proteină axială acoperită cu polizaharide Funcția sa este de a hidrata mucoasa și de a asigura echilibrul apă-sare Mucina este principalul antigen al ABA, iar epitopii imunodominanți se găsesc atât în resturile de polizaharide, cât și în proteina axială a mucinei Anticorpii pot juca un rol în patogeneza CU deoarece răspândirea bolii inflamatorii intestinale în CU reflectă distribuția anatomică a celulelor caliciforme în intestin Numărul lor este minim în duoden și crește spre rect, unde numărul lor este maxim UC afectează rectul și se răspândește în sus pe măsură ce activitatea bolii crește In mod normal, celulele caliciforme predomina in criptele intestinale si anume in abcesele de cripta, care sunt foarte caracteristice acestei boli Totodata, ABA nu se observa la toti pacientii cu CU, deci sunt considerate ca un fenomen secundar Metoda standard de diagnosticare a ABA este NRIF pe intestinul subțire al primatelor sau al maimuțelor nou-născute Aplicarea intestinului subțire de șobolan DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE mai sensibil, dar duce la o creștere a numărului de rezultate fals pozitive Colorarea caracteristică se manifestă prin "nori" fumurii pe fundalul mucoasei intestinale Linia de celule transplantabile a celulelor caliciforme producătoare de mucină HT - -N poate fi utilizată ca antigen, Apariția ABA în UC este de - % în funcție de tipul de substrat Când este utilizat împreună cu ANCA, sensibilitatea diagnostică ajunge la - % Markeri serologici în endocrinopatiile autoimune ANTICORPI LA PEROXIDAZA TIROIDĂ Peroxidaza tiroidiană (TPO) este principala enzimă a hormonogenezei tiroidiene, descrisă inițial sub denumirea de "antigen microzomal" Numele "anticorpi la fracțiunea microzomală a glandei tiroide" încă există, care este interpretat ca anticorpi împotriva TPO slab purificat, deși fracțiunea microzomală conține, de asemenea, proteine mitocondriale și o serie de varietăți citoplasmatice de ANA Sistemele moderne de testare folosesc o proteină foarte purificată sau TPO recombinant Peroxidaza se găsește pe suprafața apicală a celulelor foliculare tiroidiene Este principala țintă antigenică în tiroidita Hashimoto, împotriva căreia sunt îndreptate majoritatea răspunsurilor celulare în această boală Înainte de dezvoltarea tabloului clinic al bolii în glanda tiroidă, poate fi detectată o infiltrație celulară pronunțată Infiltratele mononucleare conțin un număr mare de celule B, celule T și macrofage Formarea infiltratelor este însoțită de distrugerea treptată a acestor foliculi și "încercări" de regenerare a glandei, ceea ce duce la creșterea difuză sau nodulară a acesteia și apariția gușii S-a demonstrat o asociere între anticorpii anti-TPO și caracteristicile clinice ale bolii: anticorpii sunt detectați mai frecvent la subiecții cu noduli decât la pacienții fără noduli tiroidieni Este caracteristic faptul că autoanticorpii împotriva TPO sunt produși în principal de infiltratele limfocitare ale glandei tiroide și doar într-o mică măsură de celulele ganglionilor regionali și ale măduvei osoase De aceea, autoanticorpii la TPO se corelează cu severitatea histologică a tiroiditei și cu mărimea mărită a glandelor în stadiile incipiente ale bolii Pacienții cu activitate ridicată a autoanticorpilor au tendință la hipotiroidism Titrul autoanticorpilor anti-TPO se corelează cu producerea în infiltratul inflamator de citokine proinflamatorii clasice, cum ar fi IFN-y și TNF-oc, care pot fi asociate cu afectarea tiroidiană Majoritatea anticorpilor TPO aparțin subclasei IgGj, care este considerată un bun activator al complementului: citotoxicitatea mediată de complement a fost demonstrată pe celule tiroidiene izolate S-au găsit depozite de componente ale complementului în glanda tiroidă a pacienților datorită activării acesteia sub acțiunea anticorpilor împotriva TPO În marea majoritate a laboratoarelor, ELISA și metode imunochimice sunt utilizate pentru a determina autoanticorpi la TPO Principala indicație pentru examinare este diagnosticul bolilor tiroidiene autoimune În comparație cu anticorpii la tiroglobulină, anticorpii la TPO sunt mai sensibili și mai specifici, așa că există o opinie că detectarea suplimentară a anticorpilor la tiroglobulina nu face decât să mărească costul examinării fără a adăuga informații de diagnostic Anticorpii sunt prezenți la - % dintre pacienții cu tiroida DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE boala Hashimoto, la % dintre pacienții cu tiroidită postpartum și la aproximativ % dintre pacienții cu boala Graves Deoarece anticorpii TPO se găsesc în toate formele de boli tiroidiene autoimune, ei nu pot fi utilizați pentru diagnosticul diferențial al tiroiditei autoimune și al bolii Graves O altă indicație pentru determinarea acestor anticorpi este excluderea hipotiroidismului autoimun în timpul sarcinii Aproximativ % dintre sarcini apar cu funcția tiroidiană redusă Sarcina poate "face" solicitări crescute la tiroxină, astfel încât hipotiroidismul subclinic se manifestă de obicei pe fundalul său O creștere a nivelului hormonului de stimulare a tiroidei sau o scădere a T liberă în timpul primului trimestru de sarcină poate fi combinată cu o încălcare a dezvoltării neuropsihologice a fătului Prezența anticorpilor anti-TPO în timpul sarcinii indică un risc crescut de a dezvolta hipotiroidism semnificativ clinic și poate fi considerată o indicație pentru măsurători repetate ale hormonului de stimulare a tiroidei Prezența autoanticorpilor TPO crește și riscul de disfuncție tiroidiană postpartum Hipotiroidismul postpartum apare la aproximativ % dintre femeile aflate în travaliu și se caracterizează prin prezența autoanticorpilor TPO Această tulburare se observă de obicei în primele luni după naștere, de multe ori începe cu o fază tirotoxică urmată de hipotiroidism prelungit Poate persista multe luni si in aproximativ % din cazuri poate deveni permanenta Femeile cu anticorpi TPO în timpul sarcinii au o șansă de % de a dezvolta disfuncție tiroidiană postpartum, comparativ cu doar % pentru femeile cu rezultate negative la test Dacă anticorpii împotriva TPO sunt detectați în al -lea trimestru de sarcină, atunci riscul de disfuncție tiroidiană postpartum crește și ajunge la % Determinarea autoanticorpilor pentru evaluarea tiroiditei subclinice și a hipotiroidismului este destul de controversată La fel ca și alți autoanticorpi întâlniți în mod obișnuit, cum ar fi ANF sau RF, anticorpii împotriva TPO sunt adesea găsiți la indivizii sănătoși clinic predominant la femeile de vârstă mijlocie și în vârstă Frecvența unor astfel de constatări variază în funcție de vârstă, compoziția geografică și demografică a populației O serie de cercetători indică apariția autoanticorpilor la % din populația feminină Se propune ca acest fenomen să fie utilizat pentru identificarea persoanelor cu predispoziție la tiroidite și hipotiroidism Prezența anticorpilor împotriva TPO la indivizii clinic sănătoși poate fi utilizată ca indicație pentru examinare pentru a diagnostica hipotiroidismul subclinic, caracterizat printr-un nivel crescut de hormon de stimulare a tiroidei cu o concentrație normală de T liber Există rezultate din studiile populației care indică faptul că riscul anual de a dezvolta hipotiroidism la subiecții sănătoși este semnificativ crescut în prezența autoanticorpilor anti-TPO Acești indivizi pot avea un risc crescut de a dezvolta hipotiroidism evident și/sau boli cardiovasculare În acest sens, este necesar să se efectueze un studiu regulat al funcției tiroidiene la persoanele cu un conținut ridicat de anticorpi împotriva TPO Nu există metode de prevenire primară a tiroiditei, iar utilitatea screening-ului hormonal regulat la indivizii fără semne clinice de hipotiroidism este discutabilă din punct de vedere financiar, având în vedere dinamica naturală a funcției tiroidiene în timp Anticorpii împotriva TPO sunt adesea găsiți la pacienții cu alte boli autoimune, cum ar fi LES RA, diabet de tip I și boala Addison Hipotiroidismul este prezent la aproximativ % dintre pacienții cărora li se administrează cordarone, iar prezența anticorpilor anti-TPO crește riscul de hipotiroidism În plus, prezența anticorpilor la TPO este un factor de risc pentru dezvoltarea hipotiroidismului în timpul terapiei cu litiu DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ANTICORPI LA TIROOGLOBULINĂ Studiile răspunsului autoimun împotriva tiroglobulinei (TG) au determinat în mare măsură înțelegerea patogenezei tuturor bolilor endocrine autoimune S-a dovedit că imunizarea iepurilor, cobaiului sau câinilor cu TG purificat din aceeași specie sau chiar același animal poate provoca tiroidita limfocitară și formarea de autoanticorpi anti-TG Autoanticorpi la tiroglobulină au fost găsiți la pacienții cu boala Graves, tiroidita Hashimoto, cancer tiroidian, unele alte boli autoimune și au fost găsiți și la un număr semnificativ de oameni sănătoși TG este componenta principală a coloidului foliculului tiroidian Joacă un rol major în fixarea iodului atomic de către glandă și în sinteza hormonilor tiroidieni iodați tiroxina (T ) și triiodotironina (Tch) În mod normal, nu mai mult de % din reziduurile de tirozină din tiroglobulină sunt iodate S-a demonstrat că iodul din dietă joacă un rol în modularea tiroiditei autoimune pe baza dovezilor clinice și epidemiologice și a studiilor experimentale la animalele predispuse la tiroidită Conținutul de iod din tiroglobulină depinde de aportul acestuia cu alimente La animalele de experiment, conținutul crescut de iod în dietă crește severitatea tiroiditei Rolul iodului ca unul dintre factorii în dezvoltarea procesului autoimun este asociat cu capacitatea sa de a modifica structura conformațională a proteinei TG foarte iodat pare a fi mai antigenic decât tiroglobulina cu mai puțin iod Autoanticorpii la TG sunt considerați nepatogeni, în principal pentru că ca administrarea de ser de la animale de laborator bolnave nu duce la tiroidita Titrul de anticorpi anti-tiroglobulină nu se corelează de obicei cu gradul de disfuncție tiroidiană În același timp, serul care conține anticorpi anti-TG poate duce boala în condiții speciale Injectarea de ser imun în glanda tiroidă a iepurilor sănătoși este capabilă să tolereze tiroidita autoimună Aparent, distrugerea unor celule sub influența citotoxicității dependente de anticorpi poate duce la autoimunizarea organismului prin propriul TG Autoanticorpii la TG sunt reprezentați de imunoglobulină IgG și sunt distribuiți în toate cele subclase ale sale Anticorpii din clasa IgG domină în tiroidita Hashimoto, în timp ce anticorpii IgG sunt mai prezenți în boala Graves, gușa netoxică și carcinomul tiroidian diferențiat Din punct de vedere istoric, anticorpii anti-TG au fost măsurați prin multe metode imunologice, dar în prezent, testele imunochimice și, mai ales, ELISA au înlocuit toate celelalte abordări Autoanticorpii anti-TG sunt cel mai frecvent folosiți pentru a confirma suspiciunea clinică a tiroiditei Hashimoto acestea sunt de obicei determinate împreună cu anticorpi la TPO Anticorpii anti-TG sunt mai puțin stabili și mai mici în titru decât anticorpii anti-TPO Deoarece toți pacienții cu tiroidita Hashimoto în prezența anticorpilor la TG au și anticorpi la TPO, aceștia din urmă sunt cel mai bun test pentru diagnosticarea tiroiditei Sensibilitatea metodei este de - %; prin urmare, rezultatele negative au o valoare predictivă negativă mare și exclud diagnosticul de tiroidite Anticorpii anti-TG au specificitate redusă, sunt prezenți în - % din cazurile de boală Graves, % din cazurile de gușă netoxică și cancer tiroidian, precum și la indivizii sănătoși, în special la femeile în vârstă, la care apariţia autoanticorpilor ajunge la % din cazuri S-au găsit anticorpi în boli autoimune non-tiroidiene, cum ar fi SS, miastenia gravis, boala celiacă, diabetul zaharat de tip I Indirect, aceste date confirmă că autoimunitatea tiroidiană este mai frecventă decât tiroidita Hashimoto DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Într-adevăr, anticorpii la trigliceride pot permite evaluarea riscului de apariție a tiroiditei autoimune Un studiu de cohortă de de ani în Anglia a arătat că prezența anticorpilor tiroidieni este principalul factor de risc în identificarea persoanelor care prezintă risc de tiroidite Riscul de tiroidite în prezența autoanticorpilor este de aproximativ - % În plus, anticorpii anti-TG sunt utili în determinarea riscului de apariție a tiroiditei postpartum O zonă restrânsă de aplicare clinică a studiului pentru prezența anticorpilor la TG este monitorizarea postoperatorie a pacienților cu cancer tiroidian diferențiat După tiroidectomie și ablație cu iod radioactiv la pacienți, recidiva bolii este însoțită de o creștere a tiroglobulinei libere în ser Deoarece tiroglobulina este o proteină specifică țesuturilor exprimată exclusiv de celulele tiroidiene, o concentrație crescută de tiroglobuline după intervenție chirurgicală indică recidiva sau metastazele cancerului În acest caz, anticorpii la TG duc la concentrații scăzute de tiroglobulină liberă ANTICORPI LA RECEPTORUL HORMONULUI TIROTROPIC Receptorul hormonului de stimulare a tiroidei (rTSH) este exprimat predominant pe suprafața celulelor foliculare tiroidiene, dar și pe limfocite, adipocite și fibroblaste Hormonul de stimulare a tiroidei (TSH) este un regulator al activității tiroidiene Semnalul de la rTSH declanșează producția de hormoni tiroidieni și creșterea celulelor foliculare tiroidiene Activarea excesivă a rTSH în boala Graves explică prezența tireotoxicozei și a gușii în această boală Molecula rTTH este formată din două subunități de glicoproteine (A și B) Efectul legării autoanticorpilor la rTTG poate fi multidirecțional Astfel, subunitatea extracelulară A a receptorului este recunoscută de anticorpii de stimulare a tiroidei, în timp ce anticorpii care recunosc subunitatea B localizați în apropierea suprafeței celulare acționează ca anticorpi blocanți funcțional Anticorpii stimulatori stau la baza bolii Graves - gusa toxică difuză Anticorpii de blocare se leagă de receptor, dar nu induc modificările conformaționale necesare pentru transducția semnalului Ele previn legarea TSH-ului de receptor, ducând la o scădere a funcției tiroidiene Anticorpi blocanți au fost găsiți la pacienții cu tiroidita Hashimoto atrofică și la pacienții cu boala Graves cu oftalmopatie Activitatea de blocare a autoanticorpilor poate explica parțial fluctuațiile funcției tiroidiene observate la pacienții cu boala Graves și lipsa corelației dintre titrul de anticorpi ai receptorului de tirotropină și funcția tiroidiană Anticorpii de blocare pot traversa placenta si pot cauza hipotiroidism congenital tranzitoriu În cele din urmă, au fost identificați autoanticorpi neutri la rTSH care se leagă de receptor, dar blochează legarea tirotropinei sau a altor anticorpi receptori Anticorpii neutri sunt determinați la pacienții cu boala Graves Semnificația lor patogenetică rămâne necunoscută Nu există nicio îndoială că anticorpii la receptor sunt semnificativi din punct de vedere patogenetic Într-adevăr, boala Graves este una dintre puținele boli autoimune în care există dovezi directe ale naturii sale autoimune Aceste dovezi provin din capacitatea autoanticorpilor de a transporta boala DD Adams, care a descoperit acești anticorpi, a arătat o creștere a propriei funcției tiroidiene după ce și-a injectat plasmă de la pacienți cu boala Graves Transmiterea mediată a bolii Graves prin anticorpi a fost dovedită și în perioada perinazală, când mamele suferă de boală DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE New Graves, l-a dat nou-născuților care au dezvoltat trecător gușă și tireotoxicoză Pentru determinarea autoanticorpilor la rTTG se folosesc metode radioimune, ELISA și imunochimice Niciuna dintre aceste metode nu vă permite să clarificați prezența anticorpilor stimulatori sau blocanți în serul sanguin În acest scop, a fost dezvoltat un test funcțional pe culturi tiroidiene animale, sau LATS-test (din engleză, stimulator tiroidian cu acțiune lungă) Se bazează pe o creștere a concentrației de cAMP în tirocite sub influența serului pacientului adăugat în mediul de cultură Datorită laboriozității și complexității standardizării, metoda LA S este utilizată numai în laboratoarele de cercetare Există indicații clinice posibile pentru determinarea anticorpilor receptorilor de tirotropină: ❖ Diagnosticul disfuncției tiroidiene tranzitorii la nou-născuții din mame cu tireotoxicoză și prognosticul bolii Graves neonatale; • determinarea anticorpilor de origine autoimună la pacienţii cu oftalmopatie izolată fără simptome tiroidiene clasice (boala eutiroidiană Iraves); ❖ predicția recidivei tirotoxicozei după terminarea unui ciclu de luni de terapie antitiroidiană; o determinarea cauzei tireotoxicozei postpartum Anticorpii anti-rTTG sunt foarte specifici și sunt extrem de rari la persoanele sănătoase Sensibilitatea clinică este de aproximativ %, adică un rezultat negativ al autoanticorpului nu exclude boala Sensibilitatea scăzută a metodelor se datorează faptului că autoanticorpii la receptor sunt prezenți în ser la o concentrație foarte scăzută, cu câteva ordine de mărime mai mică decât nivelurile de autoanticorpi la TG și TPO ANTICORPI PENTRU CELULELE ISLE Anticorpii la celulele insulare (AOC) au fost detectați pentru prima dată la pacienții cu diabet zaharat de tip (DM I) prin metoda NRIF pe secțiuni criostate ale unei pancreas de autopsie a unei persoane cu grupa sanguină Această metodă de determinare a anticorpilor anti-insulă (din engleză, islet cell ag & bodies - ICA) are sensibilitate și specificitate bune pentru DM I, dar variație interlaboratoare semnificativă Prin urmare, a fost elaborat standardul seric JDF (Juvenile Dîahetes Foundaiiori), care a început să fie utilizat pentru standardizarea tuturor metodelor de depistare a AFC KLA sunt un grup heterogen de anticorpi care reacționează cu diferiți auto-antigeni din celulele β de insulă Antigenele AFC sunt un grup extins de proteine asociate membranei și citoplasmatice ale celulelor insulare, iar o serie de antigene sunt comune țesutului endocrin și nervos În familia AOK, au fost studiate mai multe antigene majore, cum ar fi glutamat decarboxilaza (GDC), insulina endogenă, tirozinaza (IA- ) și aproximativ de antigene minore Rolul direct al AFC în distrugerea celulelor insulare în diabetul zaharat rămâne controversat, dar a fost confirmată capacitatea anticorpilor de a fixa complementul pe celulele insulare și, de asemenea, de a perturba eliberarea de insulină În același timp, AOK poate fi găsit la , - % din populația martor Plasmafereza terapeutică nu are efect asupra producției de insulină endogene la debutul diabetului La nou-născuții din mame cu DZ I, în sângele cărora sunt prezente AOK, diabetul nu se dezvoltă DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Determinarea AO K este testul serologic cel mai sensibil în diagnosticul DM I nou diagnosticat Anticorpii insulare se găsesc în - % din cazurile de DM I la momentul diagnosticului Incidența scade semnificativ odată cu creșterea vârstei de debut a bolii Aproximativ - % dintre pacienții cu DM II simptomatic pot avea AOK pe fondul formei insulino-dependente de diabet zaharat adult, care este un tip de diabet autoimun AFC poate servi ca un predictor important al bolii pentru rudele de gradul I a pacienților cu DZ I Dintre aceștia, - % sunt pozitivi pentru AFC, în timp ce la control doar , % dintre subiecți Riscul de îmbolnăvire a unui frate sau a surorii este maxim în termen de ani de la momentul îmbolnăvirii probandului AUTOANTICORPI LA INSULINĂ ȘI TIROZINAZA IA- Anticorpii anti-insulină la pacienții cu DZ I care nu au primit o lungă perioadă de timp insulină exogenă păreau a fi o descoperire accidentală Pentru diagnosticul DZ I, acestea au fost utilizate pentru prima dată la copiii cu DZ I nou diagnosticat înainte de începerea terapiei cu insulină Anticorpii anti-insulină la pacienții care primesc deja preparate de insulină nu sunt specifici pentru DM I, deoarece în acest caz epitopii antigenici ai insulinei endogene și exogene sunt oarecum diferiți Insulina umană exogenă este un imunogen slab, dar insulina recombinantă, care este administrată în amestec cu protamina sau zinc, este imunogenă și induce rapid formarea de anticorpi Autoanticorpi determinați înainte de numirea preparatelor de insulină, i e față de insulina endogenă, sunt prezente la - % dintre pacienții cu debut clinic de DZ I Titrul de anticorpi este invers proporțional cu vârsta și scade odată cu distrugerea celulelor Ș Spre deosebire de alți autoanticorpi la antigenele insulare, valoarea anticorpilor la insulină este maximă înainte de vârsta de ani, după care autoanticorpii sunt detectați extrem de rar Anticorpii anti-insulină sunt prezenți la majoritatea copiilor sub ani, dar doar la % dintre cei cu debut al DZ I după vârsta de ani Titrul mare la copiii mici este asociat cu faptul că boala lor este mai agresivă, cu dezvoltarea rapidă a dependenței de insulină exogenă La prezicerea bolii la rudele apropiate ale pacienților, există o corelație slabă între determinarea anticorpilor la insulină și riscul de a dezvolta DM I, dar crește dacă aceștia sunt detectați în combinație cu alți anticorpi la antigenele insulare Anticorpii anti-insulină se găsesc în poliendocrinopatia autoimună, în alte boli autoimune și în administrarea de medicamente care conțin un inel tiol, cum ar fi penicilamina Pentru o lungă perioadă de timp, principala metodă de detectare a anticorpilor la insulină a fost radioimunotestul Introducerea pe scară largă a ELISA a condus la dezvoltarea unor sisteme de testare adecvate, totuși, rezultatele unei comparații de metode au arătat că metoda radioimună are avantaje semnificative datorită păstrării conformației native a proteinelor Antigenul neuroendocrin IA- (IA ) a fost ultimul dintre antigenele insulare descoperite, autoanticorpi la care sunt utilizați în diagnosticul și prognosticul diabetului zaharat Proteina IA- comună în țesutul neuroendocrin și omologul său IA- (proteina forină) aparțin unor membri inactivi enzimatic ai familiei tirozin fosfatazei implicați în reglarea secreției de insulină Ambele molecule sunt localizate în granulele secretoare ale celulelor neuroendocrine și reglează secreția de insulină Determinarea anticorpilor la IA- este utilizată în prezicerea dezvoltării DM I la rudele pacienților Metoda principală pentru detectarea autoanticorpilor la IA- este imunoprecipitarea din IA- uman recombinant marcat cu -metionină sau radioimunotest competitiv Metoda ELISA nu este specifică și nu este recomandată pentru uz clinic DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ANTICORPI LA GLUTAMAT-DECARBOXILAZĂ Autoanticorpii la glutamat decarboxilază (GDC) au fost descoperiți pentru prima dată la un pacient cu o boală neurologică rară și diabet de tip I Această boală neurologică se numește sindromul persoanei rigide Se caracterizează prin rigiditatea progresivă a extremităților inferioare Spasmele musculare dureroase în acest sindrom sunt cauzate de stimuli bruște, % dintre pacienți suferă de epilepsie Prin imunoprecipitare, anticorpii împotriva GDC au fost găsiți în serul pacienților cu DM I, precum și la animalele de experiment cu diabet S-au găsit anticorpi împotriva GDC în alte tulburări neurologice, cum ar fi ataxia cerebrală, epilepsia refractară la medicamente, mioclonia palatină și boala Button În plus, anticorpi împotriva HDC au fost găsiți în tiroidita Hashimoto și gușa toxică difuză, boala celiacă, boala Addison și poliendocrinopatia autoimună Glutamat decaoboxilaza este o enzimă implicată în sinteza acidului γ-hidroxibutiric, care controlează eliberarea insulinei din granulele secretoare ale celulelor β pancreatice HDK nu este specific pentru celulele β pancreatice, deoarece este prezent în sistemul nervos și glandele seminale Enzima este prezentă în organism în două izoforme: forma solubilă, GDK ( kDa), este distribuită în principal în neuroni, iar forma insolubilă, GDK ( kDa), este prezentă în celulele p pancreatice GDK este ținta principală a autoanticorpilor la pacienții cu DM I, diabet autoimun latent la adulți, diabet gestațional și sindrom de persoană rigidă Pe lângă inducerea unui răspuns imun umoral, GDK este o țintă pentru răspunsurile celulelor T găsite atât la oamenii bolnavi, cât și la modelele experimentale de diabet Distrugerea celulelor β în diabet se datorează activității celulelor T citotoxice, ai căror receptori specifici antigenului recunosc peptidele celulelor β derivate din GDC La debutul bolii (cu debut juvenil) DM I, - % dintre pacienți sunt pozitivi pentru anticorpi la GDK Prevalența anticorpilor anti-HDC în diabetul gestațional este de - % în diferite studii Incidența autoanticorpilor în populația generală este de - %, în timp ce la copiii fără semne clinice de DZ, incidența autoanticorpilor este de până la % Determinarea anticorpilor la HDK în ser poate fi utilizată pentru identificarea indivizilor cu risc de dezvoltare DM I si sa faca diferenta intre DM I si DM SD II Rămâne neclar dacă prezența anticorpilor împotriva HDC la pacienții cu diabet zaharat de tip afectează de fapt evoluția clinică a bolii Unele studii nu au găsit o asociere între anticorpii anti-HDC și complicațiile diabetice, inclusiv stadiul sau severitatea retinopatiei Mai multe studii asupra pacienților cu diabet de tip I și diabet autoimun latent la adulți au arătat că anticorpii împotriva HDC persistă în sângele pacienților timp de ani sau mai mult după debutul bolii Scăderea titrurilor de anticorpi în timp reflectă o pierdere progresivă a funcției celulelor insulare și o scădere a răspunsului autoimun Un nivel scăzut de autoanticorpi indică o durată mai lungă a bolii cu un proces autoimun mai puțin agresiv O concentrație mare de anticorpi la GDK la pacienții cu diabet autoimun latent indică un risc ridicat de a dezvolta dependență de insulină Valoarea predictivă a anticorpilor pentru diagnosticul dependenței de insulină în termen de ani de urmărire de la debutul bolii a variat de la % la persoanele peste de ani până la % la persoanele sub de ani La rudele de gradul I ale pacienților cu DZ I, frecvența de detectare a anticorpilor la GDK variază de la la % Totodată, valoarea predictivă a detecției de autoanticorpi în determinarea riscului de a dezvolta DZ I nu este foarte fiabilă: la rudele de gradul I, variază de la la % În cazul extrem pentru o perioadă de ani DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE observarea gemenilor neidentici în cazul depistarii anticorpilor la GDK , riscul de a dezvolta DM I a fost de % Identificarea și clonarea moleculară a GDK a condus la dezvoltarea unei metode de detectare a anticorpilor împotriva GDK, care a fost standardizată sub îndrumarea Societății de Imunologie a Diabetului (IDS) și a Centrelor pentru Controlul și Prevenirea Bolilor (CDCă) Standardul de ser al OMS a fost dezvoltat pentru a compara rezultatele în diferite instituții medicale Cei mai buni parametri sunt Radioimunotestul competitiv folosind GDK recombinant uman marcat cu -'S- sau I: Au apărut sisteme imunometrice competitive pentru a detecta anticorpi la GDK AUTOANTICORPI LA CORTEXUL SURRENANAL ŞI LA -HIDROXILAZĂ STEROIDĂ Boala suprarenală autoimună se poate dezvolta ca o formă izolată a bolii Addison sau ca parte a unui sindrom poliendocrin autoimun Markerii serologici ai afectarii suprarenale sunt autoanticorpi care reactioneaza cu enzimele steroidogenezei cortexului suprarenal Enzimele steroidogenezei sunt clasificate ca fracție microzomală Ele asigură oxidarea precursorilor hormonali și sunt localizate în citoplasma celulelor tuturor celor trei straturi ale cortexului suprarenal Metoda principală pentru determinarea anticorpilor la cortexul suprarenal este NRIF pe secțiuni criostat nefixate ale glandelor suprarenale umane și animale Acești anticorpi sunt imunoglobuline IgG și sunt capabili să fixeze complementul Ținta anticorpilor la nivelul cortexului suprarenal este -hidroxilaza Incubarea serurilor de la pacienții cu boala Addison cu -hidroxilază umană recombinată purificată are ca rezultat pierderea reactivității autoanticorpilor la cortexul suprarenal Au fost dezvoltate metode de radio-imunoprecipitare și imunoblot, dar utilizarea lor este limitată la laboratoarele de cercetare, iar pentru diagnosticul clinic, rezultatele lor sunt comparabile cu cele ale NRIF Sensibilitatea testării serologice în boala Addison, în funcție de durata bolii, este estimată la aproximativ - %, iar specificitatea este de - % Determinarea anticorpilor la steroizi -hidroxilazei la pacienții cu debutul bolii Addison dă adesea un rezultat pozitiv decât la pacienții cu o evoluție lungă a bolii În plus, în poliendocrinopatia autoimună tipurile și sunt detectați anticorpi la cortexul suprarenal și anticorpi la -hidroxilază La utilizarea NRIF, autoanticorpii la nivelul cortexului suprarenal se găsesc în % din cazuri în rândul pacienților cu boala Addison autoimună de durată diferită a bolii, la , % dintre pacienții cu insuficiență suprarenală ca urmare a tuberculozei și la , % dintre persoanele sănătoase De o importanță deosebită este determinarea autoanticorpilor la pacienții cu poliendocrinopatie pentru prezicerea dezvoltării insuficienței suprarenale Se poate recomanda identificarea autoanticorpilor la nivelul cortexului suprarenal la pacientele cu diabet zaharat de tip I mai mici de ani, la rudele de gradul I ale persoanelor care sufera de boala Addison si la pacientii cu insuficienta ovariana primara Un titru crescut de autoanticorpi la cortexul suprarenal, prezența candidozei cronice a pielii și a mucoaselor și/sau hipoparatiroidism indică un risc ridicat de apariție a insuficienței suprarenale ca o componentă a poliendocrinopatiei de tip I sau tip La acești pacienți, este necesar să se examineze regulat funcția cortexului suprarenal la intervale de - luni pentru a preveni crizele suprarenale care pun viața în pericol și pentru a începe terapia de substituție la timp DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE AUTOANTICORPI PENTRU CELULELE PRODUCĂTORE DE SEROIZI ALE TESTICULUI, OVARIAN ȘI PLACENTEI Autoanticorpii la celulele producătoare de steroizi sunt imunoglobuline IgG care reacţionează cu antigenele microzomale citoplasmatice ale celulelor producătoare de steroizi Enzimele oxidative care sunt implicate în metabolismul hormonilor steroizi sunt compuse din diferite subunități ale citocromului p În total, sunt izolate enzime care sunt ținta autoanticorpilor: p c ( -hidroxilază), precum și p c ( -hidroxilază) și p scc (Tabelele - ) Tabelul - "principalii autoanticorpi la enzimele steroidogenezei din țesuturile endocrine Enzima Cortexul suprarenal Celulele Leydig în testicul Celulele foliculelor ovariene Boala placentei strat glomerular strat reticular р с - + + + Hipogonadism la femei, AED p c + + - - + boala Addison, PEP p scc - + + + - Hipogonadism la bărbați Autoanticorpii la celulele producătoare de steroizi pot juca un rol în patogeneza endocrinopatiilor autoimune Astfel, serurile de la pacienții cu boala Addison autoimună, care conțin autoanticorpi la celulele producătoare de steroizi, pot provoca citotoxicitate dependentă de complement atunci când sunt expuse la celulele tecale ovariene in vitro Examenul histologic al ovarelor pacienților cu autoanticorpi la celulele producătoare de steroizi relevă ooforită cu infiltrate limfocitare Autoanticorpii la celulele producătoare de steroizi reacţionează cu citoplasma celulelor Leydig testiculare, celulele tecale ovariene, sincitiotrofoblastele placentare şi, de asemenea, cu corpul galben Toate serurile pozitive reacționează și cu cortexul suprarenal, care conține toate varietățile de enzime steroidiene Anticorpii la celulele producătoare de steroizi se găsesc în % din cazuri la pacienții cu un set de cromozomi normal și amenoree primară (hipogonadism hipergonadotrofic) sau amenoree secundară în combinație cu boala autoimună Addison Autoanticorpii pot fi găsiți ocazional la indivizii cu amenoree secundară fără dovezi ale bolii Addison Cu toate acestea, autoanticorpii la nivelul cortexului suprarenal sunt de obicei detectați la acești pacienți, ceea ce indică un risc ridicat de a dezvolta boala autoimună Addison Autoanticorpi la celulele producătoare de steroizi la bărbați direcționați către p scc folosit pentru a diagnostica insuficiența testiculară autoimună și dezvoltarea sexuală întârziată Principala abordare a determinării autoanticorpilor la celulele producătoare de steroizi în laboratoarele practice este NRIF Metoda de identificare precisă a țintei moleculare a autoanticorpilor este radioimunoprecipitarea și Western blot Ambele metode sunt utilizate în principal în laboratoarele științifice În plus față de p c și p scc, au fost descriși o serie de alți autoanticorpi la antigenele glandelor sexuale, dar niciunul dintre ei nu are semnificație clinică sau diagnostică În absența bolii Addison la pacienții cu insuficiență ovariană primară idiopatică, autoanticorpii la celulele producătoare de steroizi sunt extrem de rari Dacă sunt determinate, atunci aceasta poate servi ca un predictor al dezvoltării bolii Addison în viitor În plus, anticorpii la p c sunt asociați cu poliendocrinopatia de tip asociată cu boala Addison, hipoparatiroidismul DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE roidism și candidoză mucocutanată Anticorpii la p c sunt prezenți în Poliendocrinopatia de tip , al cărei tablou clinic include leziuni tiroidiene, insuficiență suprarenală și diabet zaharat autoimun Anticorpii anti-p scc sunt un marker comun pentru pubertate întârziată și hipogonadism hipergonadotrop Detectarea autoanticorpilor la persoanele cu risc permite utilizarea autoanticorpilor la celulele producatoare de steroizi pentru a evalua riscul de a dezvolta endocripopatie Pacienții cu diferite boli endocrine care au autoanticorpi la celulele producătoare de steroizi ale glandei suprarenale s-au dovedit a avea un risc mare de a dezvolta insuficiență gonadală și boala Addison La - % dintre femei, când sunt detectați autoanticorpi la p c și p scc, se dezvoltă insuficiența ovariană, ceea ce necesită determinarea funcției hormono-sintetice a glandelor sexuale în dinamică MARKERI SEROLOGICI ÎN BOLI NEUROLOGICE Scleroza multiplă (SM) este cea mai frecventă boală autoimună a SNC Patogenia sa se bazează pe o activare pronunțată a sistemului imunitar de barieră, ceea ce duce la apariția unor focare de infiltrare în substanța albă a creierului și a măduvei spinării cu demielinizare a conductoarelor nervoase și glioză (scleroză) Leziunile de glioză pot fi detectate prin imagistica prin rezonanță magnetică Boala are o varietate de simptome clinice, un semn tipic al cărora este dinamica rapidă a manifestărilor neurologice pe măsură ce procesul progresează, crește deficitul neurologic ireversibil Nu există un răspuns inflamator sistemic în SM, astfel încât analiza lichidului cefalorahidian (LCR) este necesară pentru a evalua inflamația imună O caracteristică a inflamației în bolile demielinizante este aceea că apare în spatele barierei hemato-encefalice (intratecal) Răspunsul imun intratecal este însoțit de o serie de fenomene imunologice, inclusiv sinteza izolată a imunoglobulinelor, apariția reacțiilor serologice nespecifice împotriva virusurilor comune și sinteza imunoglobulinei oligoclonale Analiza LCR stă la baza diagnosticului bolilor autoimune și inflamatorii ale sistemului nervos central (Tabelele - ) Analiza LCR trebuie efectuată înainte ore din momentul preluarii biomaterialului Pentru o evaluare imunologică completă, este necesar să se obțină o probă pereche de LCR și sânge periferic Tabelul - Indicatori de laborator în analiza imunologică a lichidului cefalorahidian Parametru (unități) Citoză totală, celule/µl Diff, număr (L/M/NGD) Albumină, Id sinteză locală, % de detecție Opigo IgG, % de detecție Norma m m >n m >n - Encefalită virală (HSV VZV - L >m >n m m>n - 'L/M/N/P - tipul de celule predominante din LCR (limfocite, monocite, neugrofile, plasmocite) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE EVALUAREA INFLAMAȚIEI INTRATECALE ÎN BOLI DEMIELINIZANTE Primul semn al inflamației intratecale este o creștere moderată a proteinei totale din LCR datorită creșterii producției locale de imunoglobuline O creștere a cantității totale de proteine nu depășește adesea limita superioară a normei (> mg / l), prin urmare, necesită utilizarea unor metode de diagnosticare mai sensibile Activarea policlonală și oligoclonală a sintezei imunoglobulinelor este una dintre formele de răspuns imun subacut, totuși, în majoritatea bolilor autoimune (LES, SS etc ) are un caracter sistemic În SM, producția de imunoglobuline se datorează stimulării nespecifice a celulelor B, o cantitate semnificativă din care este observată în evaluarea citologică a compoziției LCR Un semn important care reflectă inducerea locală a unui răspuns umoral în LCR în SM este formarea simultană a anticorpilor IgG la antigenele virusurilor comune Pentru a detecta această reacție se utilizează determinarea anticorpilor la antigenele virusului rujeolic, virusului herpes zoster și virusului varicelo-zoster Acest fenomen se numește "MZ \ reacție" (din primele litere ale numelor engleze ale virușilor) Acești agenți pot fi considerați cauza etiologică a SM totuși, apariția simultană a anticorpilor împotriva lor în absența virusurilor în organism indică o reacție anamnestică a sistemului imunitar în timpul activării nespecifice Detectarea reacției MZV este considerată de mulți cercetători drept cel mai specific test de laborator în SM, care este pozitiv la % dintre pacienți Pentru a evalua reacția MZV, se recomandă determinarea simultană a serologiei infecțioase în probe pereche de LCR și ser de sânge periferic, ceea ce face posibilă calcularea indicelui de activitate a anticorpilor Un rezultat pozitiv este evaluat ca indice care indică predominanța anticorpilor antivirali în LCR față de ser (> , ) Dificultăți în interpretarea reacției ca pozitive pot apărea dacă sunt detectați anticorpi la un singur agent patogen În ciuda valorii acestui test, dificultățile în implementarea și interpretarea lui fac dificilă utilizarea pe scară largă pentru diagnosticarea practică, el rămâne o metodă auxiliară chiar și în laboratoarele înalt specializate O metodă mai simplă și mai fiabilă pentru evaluarea activării nespecifice a răspunsului umoral intratecal este determinarea parametrilor relativi ai secreției de imunoglobuline din LCR Metoda de studiu a producției intratecale de imunoglobuline din LCR se bazează pe principii imunologice generale pentru studierea permeabilității barierelor hemato-țesutului care determină imunitatea locală Pentru a evalua starea barierei hematoencefalice, se utilizează măsurarea albuminei LCR și a concentrației sale serice Coeficientul de permeabilitate mі este definit ca raportul dintre conținutul de albumină din LCR și concentrația sa în serul sanguin Utilizarea coeficientului calculat se datorează necesității de normalizare a concentrațiilor de albumină din LCR datorită variației biologice semnificative a nivelurilor de albumină serică Acest coeficient face posibilă evaluarea permeabilității barierelor tisulare și standardizarea determinării sintezei locale a altor molecule inflamatorii, în primul rând imunoglobuline Valoarea normală a acestui indicator depinde de vârstă, este mai mică de x la vârsta de de ani și crește la x ' la de ani Pentru SM, modificările permeabilității barierei hemato-encefalice nu sunt tipice, iar ^nb nu depășește x O creștere a indicatorului r este observată într-o serie de boli inflamatorii, cum ar fi meningita bacteriană purulentă, neuroborelioza acută și sindromul Guillain-Barré O creștere moderată a permeabilității este caracteristică meningitei virale și polineucopatiei DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Spre deosebire de albumină, imunoglobulinele pot fi sintetizate atât în interiorul SNC, cât și în afara acestuia Pentru a determina sinteza intratecală a imunoglobulinelor, se calculează coeficienții pentru principalele clase de imunoglobuline (Q{gG' OigA' Odo) pe baza concentrațiilor acestora în serul sanguin și LCR În practică, definiția QgG este suficientă, în timp ce definiția altor indici nu are un sens independent Pentru a evalua sinteza locală a IgG se folosesc nomograme de dependență și Q, bazate pe un model matematic al permeabilității barierei hemato-encefalice Nomograma ne permite să atribuim rezultatele determinării lui ^іb și Qj uneia dintre cele variante care corespund normei, sintezei locale de Igfe, afectarea funcției de barieră și o combinație de tulburări MS este de obicei însoțită de o creștere pronunțată în sinteza locală de IgG menținând în același timp funcțiile barierei hemato-encefalice IgG de sinteză locală pronunțată poate fi detectată la % dintre pacienții cu SM Un avantaj evident al acestei abordări de evaluare a imunității locale a SNC este disponibilitatea ei pentru laboratoarele biochimice practice echipat cu analizoare cu capacitati de turbidimetrie si nefelometrie IgG oligoclonal și alți markeri ai inflamației imune a sistemului nervos central Odată cu cronicitatea, orice răspuns imun specific se modifică de la policlonal la oligoclonal, ceea ce combate natura clonală a sistemului imunitar cu o creștere a afinității imunoglobulinei pe măsură ce antigenul persistă O concentrație mare de imunoglobuline plasmatice maschează imunoglobulinele oligoclonale din sângele periferic, deși este evident că sinteza oligoclonală are loc în toate tipurile de inflamație cronică sau subacută În cazuri rare, IgG oligoclonale poate fi detectată în fracția y prin electroforeză a proteinelor din sânge când apar trei sau mai multe vârfuri monoclonale Mult mai des, un răspuns imun oligoclonal este detectat în analiza fluidelor biologice cu o concentrație scăzută de imunoglobuline Astfel, poate fi identificat în lichidul lacrimal și în saliva bolnavilor cu SS, în lichidul sinovial în artrita reactivă Îngustarea spectrului răspunsului imun are loc sub influența stimulării cronice autoantigenice pe fondul inflamației autoimune Țintirea antigenică a imunoglobulinelor oligoclonale rămâne puțin înțeleasă Metoda focalizării izoelectrice urmată de imunoblot este standardul de aur pentru diagnosticul imunologic al SM, recunoscut de majoritatea experților internaționali Parametrii analitici buni ai acestui test îl fac cea mai convenabilă și fiabilă metodă de diagnosticare a bolilor demielinizante Baza sa pentru determinarea clonalității imunoglobulinelor din LCR prin izofocalizare electroforetică este separarea proteinelor în funcție de punctul lor izoelectric într-un gradient de amfoliți - substanțe care formează un gradient continuu de pH sub acțiunea unui curent electric Moleculele sunt concentrate în gradientul generat, ceea ce face posibilă distingerea moleculelor de aceeași greutate moleculară cu o mică diferență de sarcină Moleculele IgG umane au o sarcină cuprinsă între și unități de pH, care este determinată de numărul de resturi de acid sialic de pe domeniul Fc al moleculei Deoarece moleculele IgG sintetizate de o singură clonă de plasmocite sunt idei de gychpa, ele se acumulează într-o bandă subțire În sinteza oligoclonală sau monoclonală, numărul de molecule identice este atât de mare încât banda poate fi distinsă pe un fundal policlonal Pentru detectarea focalizării DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE IgG sunt colorate cu imunoblot cu antiser împotriva IgG umane Uneori, colorarea pentru lanțuri ușoare k- și Ă poate fi folosită pentru a vizualiza mai bine tipul de sinteză Rezultatul detectării IgG oligoclonale în scleroza multiplă folosind izoelectrofocalizarea: IgG policlonală normală este detectată în serul sanguin, se observă un răspuns imun oligoclonal pronunțat în lichidul cefalorahidian, însoțit de sinteza IgG oligoclonale Testul este calitativ, deoarece este extrem de dificil de numărat numărul de benzi de tip oligoclonal, dar acest număr nu are semnificație clinică O informație suplimentară importantă poate fi studiul unei probe de ser sanguin pereche Rezultatul este evaluat pe baza descrierii tipului de sinteză din fiecare dintre probele pereche În total, se disting variante ale sintezei imunoglobulinelor Pentru SM, sinteza de tip este cea mai tipică, în timp ce tipul poate apărea pe fondul altor boli autoimune care afectează sistemul nervos central, cu producție sistemică minimă de IgG oligoclonale (Tabelele - ) Tabelul - Tipuri de sinteza IgG în lichidul cefalorahidian și ser în diagnosticul diferențial al bolilor demielinizante ale sistemului nervos central Tip de sinteza Sinteza in LCR Sinteza in ser Forma nosologica Poly-Poly-Norm sau boală inflamatorie acută Oligo-Poly- MS în - % din cazuri la debutul bolii Oligo-Oligo- (mai puține benzi) SM, rar LES, encefalită post-infecțioasă, sarcoidoză Oligo Oligo- (identic cu LCR) Procese generalizate care implică BHE: borelioză, neurosifilis, sindrom Guillain-Barré, HIV, meningoencefalită fungică Gammopatie mono- mono- monoclonală Notă SM, scleroză multiplă; LES, lupus eritematos sistemic; BBB, barieră hemato-encefalică IgG oligoclonal este prezent la - % dintre pacienții cu SM, absența acesteia exclude diagnosticul cu mare probabilitate O caracteristică a fenomenului IgG oligoclonale este stabilitatea acestuia Nici natura și nici numărul benzilor oligoclonale nu se modifică în timp, deci nu este necesară monitorizarea Testul poate fi negativ la pacienții unici cu focare de demielinizare profundă IgG oligoclonal se găsește la un număr limitat de pacienți cu alte boli ale SNC ANTICORPI LA NEURONI ÎN ENCEFALITA PARANEOPLASTICĂ Encefalita paraneoplazică este un grup de sindroame rare în care procesele oncologice (cancer ovarian, cancer pulmonar) duc la encefalită mediată imun care nu este asociată cu un proces volumetric și se desfășoară ca ataxie cerebeloasă, encefalită, raciculoneuropatie Deși aceste boli sunt rare, diagnosticul lor eficient permite depistarea unei tumori într-un stadiu incipient de dezvoltare La % dintre pacienți, simptomele neurologice sunt înaintea diagnosticului de cancer Formarea autoanticorpilor într-o tumoare se bazează pe expresia încrucișată a antigenelor de țesut nervos de către tumoare Autoanticorpii sunt sintetizați local, dincolo de bariera hematoencefalică, prin urmare, la debutul bolii, titrurile de autoanticorpi în LCR sunt mai mari decât în serul sanguin Anticorpii au un efect citotoxic, care poate fi asociat cu detectarea infiltratelor țesutului nervos, precum și cu distrofia cerebelului și a altor părți ale creierului În același timp, expresia antigenelor neuronale într-o tumoare nu este în niciun caz întotdeauna însoțită de un sindrom paraneoplazic, care indică prezența altor DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE factori care determină răspunsul autoimun Deci, anticorpii la celulele Purkinje ale cerebelului (Yo-I) sunt prezenți numai la femei Dintre autoanticorpii la neuroni, autoanticorpii Yo, He și Ri sunt cei mai frecventi (Tabelele - ) Alți anticorpi "paraneoplazici" întâlniți în mod obișnuit includ anticorpii canalelor de calciu în sindromul Lambert-Eaton și anticorpii mușchilor scheletici în miastenia gravis cu tumora timusului Tabelul - Autoanticorpi la neuroni în neuropatiile laraneoplazice Autoanticorp Simptome neurologice Tumori Anti Yo- ( kDa) Degenerescenta cerebeloasa (ataxie), afecteaza numai femeile Ovar, glanda mamara Anticorpi la celulele Purkinje (nu Yo- ) Degenerescenta cerebeloasa, usoara, barbatii sunt afectati mai des limfogranulomatoza Hodgkin Anti-Hu Neuropatie senzorială, ileus, encefalomielita, mai frecvente la femei Cancer pulmonar cu celule mici Anti-Ri Encefalita trunchiului cerebral Cancer de sân, pulmonar cu celule mici Anti-CV? Coreea, ataxie, neuropatie Cancer bronșic, timom Anti-Ma? Encefalita trunchiului cerebral, ataxie Seminom Amfifizina Sindromul bărbatului rigid Glanda mamară Pentru determinarea anticorpilor neuronali, se folosește NRIF sau tehnica imunohistochimică pe criosecțiile cerebelului unei maimuțe Anticorpii se leagă diferențial de neuroni din diferite părți ale sistemului nervos Astfel, anticorpii la nucleele neuronilor de tip (anti-Hu) sunt direcționați împotriva nucleilor neuronilor sistemului nervos central și periferic, dar nu colorează nucleolul și nu reacţionează cu nucleii astrodendrogliei Anticorpii la nucleele neuronilor de tip (anti-Ri) sunt foarte asemănători cu anti-Hu, dar reacţionează numai cu nucleii neuronilor din sistemul nervos central Anticorpii antigenului Yo-I colorează citoplasma neuronilor gigantici în formă de pară ai cerebelului (celulele Purkinje) Pentru o evaluare cuprinzătoare a autoanticorpilor laraneoplastici, se recomandă utilizarea unui complex de țesuturi, inclusiv cerebelul unei maimuțe, stomacul și ficatul unui șobolan Atunci când se evaluează colorarea stomacului, este necesar să se acorde atenție reacției autoanticorpilor cu celulele plexului nervos mezenteric, care este foarte caracteristică anticorpilor H Ficatul de șobolan este folosit pentru a detecta ANA, ceea ce face dificilă studiul anticorpilor la nucleii neuronali După primirea unui rezultat pozitiv al testului NRIF, se poate recomanda un imunblot, care vă permite să confirmați prezența autoanticorpilor para-neoplazici Anticorpii anti-Hi reacţionează cu proteina de legare a ARN HuD Ținta anticorpilor anti-Ki este o proteină de kDa, antigenul Nova Antigenul Yo-I angitel este o proteină citoplasmatică hidrofobă cu o masă de kDa; cu toate acestea, în limfogranulomatoză, se formează anticorpi împotriva citoplasmei celulelor Purkinje direcționate împotriva altor proteine citoplasmatice (nu Yo- ) ANTICORPI LA GANGLIOZIDE ÎN POLINEUROLATII Învelișul glicolipidic al fibrelor nervoase mielinice este ținta anticorpilor la gangliozide, care sunt markeri serologici ai polinevritei inflamatorii (Tabelele - ) Anticorpii împotriva gangliozidelor sunt direcționați împotriva glicofosfolipidelor constând dintr-o lipidă de ceramidă și o porțiune de polizaharidă din - resturi de hexoză, dintre care cel puțin unul poartă un rest de acid sialic Restul de acid sialic este cel care face posibilă clasificarea acestei glicolipide ca gangliozidă Ceramida este ancorată în membrana celulară, în timp ce fragmentul de polizaharidă hidrofilă este direcționat spre exterior din membrana celulară La organizație DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Eu om, există soiuri majore de gangliozide Spectrul gangliozidelor este diferit în SNC și nervii periferici, Gangliozidele GMb și GDla sunt exprimate pe nervii motori și axonii Gangliozidul GQlb este abundent pe nervii cranieni, GDlb este bogat în nervii senzoriali Gangliozidele îndeplinesc multe funcții, în plus, servesc ca receptori pentru o serie de microorganisme, inclusiv toxina holeră (GMJ, enterotoxina Campylobacter (GMT), Haemophilus influenzae (GA^GMJ) Tabelul - Anticorpi la gangliozide în leziunile demielinizante acute și cronice ale sistemului nervos periferic Antigenul bolii Frecvența autoanticorpilor, clasa % Ig Neuropatie acută inflamatorie demielinizantă (sindrom Guillain-Barré) GM? IgG Neuropatie acută motor-axonală și axonală acută motor-senzorială GMr G Sindromul Miller-Fisher Gk Neuropatie demielinizantă inflamatorie cronică GD a b' GM ' SUL' fatid IgM Neuropatie motorie multifocală em, ,, GD ab Neuropatie senzitivă cronică GD b, GT b, GQ b Neuropatie senzorială paraproteinemică IdM MAG/SGPG sulfat GM , GDla b În ciuda unei cantități semnificative de date experimentale, problema implicării anticorpilor la gangliozide în patogeneza tulburărilor de conducere nervoasă rămâne deschisă Nu toți pacienții cu un tablou clinic tipic de polinevrite și modificări în neuromiografie prezintă anticorpi la gangliozide, uneori anticorpii pot fi detectați la indivizi fără polineuropatie Cu toate acestea, semnificația răspunsului serologic în patogeneza poliradiculonevritei acute este subliniată de eficacitatea clinică a plasmaferezei și de utilizarea imunoglobulinei umane pentru tratamentul acestei boli În modelele experimentale, autoanticorpii la gangliozide blochează conducerea în preparatele nervoase izolate Sindromul Guillain-Barré aparține unui grup de poliradiculoneuropatii inflamatorii acute care se rezolvă adesea spontan Această boală se dezvoltă împotriva sau după o infecție respiratorie sau intestinală în - zile de la debutul ei, astfel încât formarea de autoanticorpi este adesea considerată ca o componentă a răspunsului imun primar împotriva agentului infecțios După obținerea remisiunii bolii, titrurile de anticorpi scad treptat și cresc în cazul exacerbărilor repetate Sindromul Guillain-Barré se caracterizează prin demielinizarea și degenerarea axonală a nervilor motorii, senzoriali, autonomi și a rădăcinilor nervoase ale măduvei spinării Include polineuropatia acută inflamatorie demielinizantă, neuropatia acută motor-axonală și neuropatia acută axonală motor-senzorială Sindromul Miller-Fischer se distinge adesea de grupul sindromului Guillain-Barré datorită caracteristicilor sale clinice distincte, inclusiv ataxie, areflexie și oftalmoplegie Autoanticorpii sunt mai des însoțiți de neuropatii axonale și sindromul Miller-Fisher, în timp ce anticorpii sunt rar diagnosticați în forma clasică demielinizantă În poliradiculoneuropatia acută și sindromul Miller-Fisher sunt detectați anticorpi la gangliozidele GM} și GQlb din clasa IgG Pot apărea anticorpi din clasa IgM, dar titrurile lor sunt scăzute Se presupune că datorită caracteristicilor DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE răspunsul imun are loc schimbarea claselor din lanțul greu de imunoglobuline cu sinteza IgG patogenă Studiul genelor lanțurilor grele ale imunoglobulinei G, îndreptate împotriva β-gangliozidei GM, a arătat o frecvență ridicată a mutațiilor somatice, ceea ce indică o diferențiere anti-gnspecifică a răspunsului imun Ca principal motiv pentru sensibilizarea sistemului imunitar la antigenele gangliozide în polineuropatiile acute, se presupune o reacție imună încrucișată cu lipopolizaharidele bacteriilor din tractul gastrointestinal Sindromul Guillain-Barré este adesea precedat de enterita Campylobacter jeiuni Lipopolizaharidul C jejuni conține o structură asemănătoare gangliozidei asemănătoare moleculei de gangliozid GMp care este capabilă să stimuleze răspunsurile autoimune Alți inductori cunoscuți ai sindromului Guillain-Barré sunt citomegalovirusul, virusul Epstein-Barr, Mycoplasma peutopiae și Haemopkihts influenzae În neuropatiile periferice cronice, anticorpii antigangliozidici sunt reprezentați predominant de IgM Adesea, autoanticorpii fac parte din componenta IgM monoclonală pe fondul "gamopatiei monoclonale de semnificație necunoscută" Este posibil ca componenta monoclonală să nu fie detectată prin electroforeză a proteinelor serice, dar poate fi detectată utilizând focalizarea izoelectrică mai sensibilă Așa-numitul sindrom neuropatic paraproteinemic, care apare pe fondul paraproteinemiei IgM, se caracterizează prin tabloul clinic al polineuropatiei senzoriale cu ataxie și oftalmoplegie Neuropatia este principalul semn semnificativ clinic al "gamopatiei monoclonale de semnificație necunoscută" și poate apărea la - % dintre pacienți Neuropatia senzorială cronică în această boală este similară cu simptomele sindromului Miller-Fisher În neuropatia paraproteinemică, există o prezență în ser a IgM monoclonale direcționate împotriva unui număr de gangliozide, inclusiv GD]b, GQlb și GTlb, a altor glicolipide, precum și împotriva glicoproteinei asociate mielinei Neuropatia paraproteinemică poate fi combinată cu hemoglobinuria paroxistică nocturnă datorită formării de anticorpi la resturile sialice ale antigenelor glicolipidice eritrocitare (aglutinine reci) Neuropatia motorie multifocală cu bloc de conducere este, de asemenea, o polineuropatie cronică rară și este însoțită de anticorpi la gangliozid GM, clasa IgM în % din cazuri Se caracterizează prin polinevrita asimetrică cu un model neuromiografic caracteristic de tulburări focale de conducere de-a lungul nervilor motori Polineuropatia demielinizantă inflamatorie cronică (CIPD) este un analog al sindromului Guillain-Barré cronic și este însoțită de anticorpi la CM-gangliozid din clasa IgM în doar % din cazuri Principala metodă de detectare a anticorpilor la gangliozide este ELISA Ca metodă de cercetare mai precisă, se poate folosi cromatografia în strat subțire Determinarea anticorpilor antigangliozidici se caracterizează printr-o sensibilitate scăzută, motivul constă în compoziția antigenului Impuritățile acizilor grași din preparatele gangliozide cresc sensibilitatea testelor Nu există standarde de antigen și autoanticorpi general acceptate, deci testele diferă Anticorpii la gangliozide pot fi considerați ca una dintre varietățile de "anticorpi la glicolipide" Glicolipidele (mai precis, glicosfingolipidele) sunt o familie extinsă de molecule membranare Glicolipidele au multe funcții, inclusiv antigenele grupelor sanguine, factorii de adeziune celulară și ambalarea structurii mielinei Printre acest grup mare de antigeni, anticorpii la glucuronida sulfatată se găsesc în polinevrite DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE o pereche de globozide (SGPG), sulfatidă și galactocerebrozide, care nu sunt gangliozide chimic Anticorpii antisulfatidici se găsesc în neuropatia diabetică, polineuropatia demielinizantă inflamatorie cronică și neuropatia senzorială paraproteinemică Anticorpii IgM anti-SGPG se găsesc în neuropatia senzorială paraproteinemică Structura reziduului de polizaharidă al SGPG este apropiată de glicoproteina asociată mielinei (MAG), astfel încât anticorpii la cele două molecule sunt adesea diagnosticați împreună în neuropatia paraproteinemică Bolile autoimune sistemice sunt un motiv important pentru dezvoltarea polinevritei inflamatorii Printre acestea se numără bolile reumatismale sistemice, vasculitele, APS, endocrinopatiile autoimune, gastritele autoimune, paraproteinemia Diagnosticul de laborator și serologic al bolii de bază este una dintre metodele de stabilire a diagnosticului ANTICORPI LA RECEPTORUL ACETILCOLINEI Transmiterea neuromusculară afectată în miastenia gravis este cauzată de autoanticorpi care se leagă de receptorul de acetilcolină de pe membrana postsinaptică a terminalului neuromuscular (placa motorie) Receptorul nicotinic (N-) acetilcolină (AxR) este un canal ionic transmembranar oligomeric care constă din subunități Când acetilcolina se leagă de două subunități a ale receptorului, se deschide un canal ionic, care permite cationilor (în primul rând sodiului) să intre în celula musculară Curentul de ioni asigură excitarea membranei celulare, scăderea potențialului transmembranar, deschiderea canalelor de calciu și, în cele din urmă, contracția fibrei musculare În miastenie, anticorpii sunt direct implicați în patogeneza bolii Introducerea serului care conține anticorpi împotriva AChR într-un animal de laborator reproduce tabloul clinic al miasteniei gravis La un număr de animale de laborator, boala poate fi reprodusă prin imunizare cu AxP purificat Nou-născuții din mame cu miastenia gravis suferă în cele mai multe cazuri o formă tranzitorie neonatală a bolii, care dispare în decurs de o lună de la epuizarea fondului de anticorpi materni împotriva AxR Anticorpii la AChR reduc cantitatea de AchR la terminația neuromusculară prin mai multe mecanisme Există o liză mediată de complement a membranei postsinaptice cu o scădere a numărului de plăci motorii de pe mușchi Sub acțiunea anticorpilor, receptorul se dimerizează și se internalizează, ceea ce îi reduce rezervorul de membrană Într-o mică măsură, autoanticorpii sunt capabili să se lege de subunitatea a a AxR, ducând la blocarea funcțională a acesteia Epitopul anticorpilor la AxR este conformațional și, deși este localizat pe subunitatea a, doar un număr mic de autoanticorpi sunt direcționați către situsul de legare a acetilcolinei Principala metodă de detectare a anticorpilor împotriva AxR este radioimunoprecipitarea, bazată pe capacitatea α-bungarotoxip marcat I de a se lega de receptorul acetilcolină al mușchilor scheletici Sursa AChR umană este materialul operațional sau celulele din liniile celulare de rabdomiosarcom TE transplantate, care conțin AChR fetal În ciuda omologiei semnificative a genei AxR, utilizarea AxR de primate umane sau superioare asigură o sensibilitate suficientă a testelor Testele bazate pe metoda ELISA nu oferă stil nativ AxR și, prin urmare, nu sunt suficient de sensibile La % dintre pacienții cu miastenie nu sunt detectați anticorpi la AChR În același timp, la majoritatea pacienților seronegativi, plasmafereza și imunosupresia sunt foarte eficiente În ciuda absenței anticorpilor împotriva AxR, administrarea DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE serul sanguin al acestor pacienți la animalele de laborator duce la manifestări ale miasteniei gravis Acest lucru sugerează prezența în aceste seruri a autoanticorpilor încă nestudiați care afectează și transmisia neuromusculară Mai recent, a fost descoperită o nouă țintă a autoanticorpilor în miastenia gravis seronegativă, receptorul MUSK Autoanticorpii la receptorul LSZK sunt indicele de elecție pentru miastenia gravis suspectată seronegativă Pentru determinarea acestora se folosește metoda radioimunotestului Miastenia gravis este o boală autoimună care are două vârfuri de vârstă, dintre care unul apare la vârsta de ani, iar celălalt debutează după de ani În % din cazuri se observă o formă oculară de miastenie, care rareori evoluează la o formă generalizată În restul de % din cazuri, evoluția bolii variază de la forma oculară la cea generalizată Un simptom comun al miasteniei gravis este crizele miastenice rezultate în urma unei infecții sau a consumului de medicamente, cu dezvoltarea slăbiciunii musculare acute Anticorpii la AChR sunt diagnosticați la - % dintre pacienții cu miastenie gravis, au o specificitate ridicată Conținutul de autoanticorpi la AxR scade în paralel cu terapia eficientă, o scădere de % corespunde de obicei unei îmbunătățiri clinice pronunțate Pacienții în remisie pot avea titruri de anticorpi mai mari decât cele diagnostice La % dintre pacienți, poate fi găsită o tumoare de timus, iar hiperplazia timusului este observată în - % din cazuri Timectomia este operația de elecție pentru miastenia gravis în cazurile de răspuns slab la terapia imunosupresoare și în majoritatea cazurilor îmbunătățește evoluția clinică a bolii Peste % dintre pacienții cu timom au anticorpi la AxR, în plus, anticorpii la mușchii scheletici pot fi detectați la - % dintre ei Odată cu reapariția timomului, se observă o creștere a titrurilor de anticorpi la AxR și la mușchii scheletici O altă boală neuromusculară care are origine paraneoplazică este sindromul miastenic Lambert-Eaton La fel ca miastenia gravis, această boală se caracterizează prin slăbiciune musculară, gură uscată, cu toate acestea, spre deosebire de miastenia gravis, "lucrarea în" cu o scădere a slăbiciunii musculare se observă în timpul exercițiilor fizice Principala cauză a dezvoltării acestui sindrom miastenic sunt tumorile plămânilor, sânilor și ovarelor Încălcarea conducerii neuromusculare se datorează formării de anticorpi la canalele de calciu dependente de voltaj ale țesutului nervos pe partea presinaptică a terminației neuromusculare Canalele de calciu dependente de tensiune sunt denumite proteine transmembranare constând din mai multe subunități Există mai multe subtipuri și clase de canale de calciu În sindromul Lambert-Eaton, există anticorpi la canalele de tip P/Q care controlează eliberarea de acetilcolină la nivelul terminalului neuromuscular, precum și la canalele de tip N care sunt implicate în neurotransmisia în SNC Acestea din urmă apar aproape exclusiv pe fondul cancerului pulmonar cu celule mici Anticorpii la canalele P/Q sunt un marker al sindromului Lambert-Eaton, care are o sensibilitate de aproximativ % Ele încetinesc eliberarea de acetilcolină la capătul neuromuscular, care perturbă placa motorie Metoda de determinare a anticorpilor la canalele de calciu este radioimunotestul extractelor de țesut nervos cu un ligand marcat cu o etichetă radioactivă Complexitatea tehnică a metodei îi limitează aplicarea clinică Anticorpii canalului ionic pot coexista cu alți anticorpi paraneoplazici În - % din cazuri, anticorpii la canalele de calciu de tip P/Q se găsesc în scleroza laterală amiotrofică, dar rolul lor în această boală nu a fost stabilit DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE ANTICORPI PENTRU MUSCHIUL SCHELETIC SI MIOCARDIA Deși anticorpii împotriva mușchilor scheletici și miocardului se găsesc în diferite procese patologice, antigenii principali sunt proteinele contractile și receptorii de suprafață ai mușchilor striați Ambele tipuri de autoanticorpi au o reactivitate încrucișată pronunțată și necesită o determinare combinată Anticorpii anti-mușchi scheletici în miastenia gravis au fost descriși pentru prima dată ca anticorpi de fixare a complementului direcționați împotriva elementelor contractile ale mușchiului scheletic Studiul țintelor moleculare ale autoanticorpilor a arătat heterogenitatea lor semnificativă Autoanticorpii leagă multe proteine contractile, inclusiv actina și actinina miozina, titina (conexină), precum și receptorul de rianodină, care este un canal de calciu al reticulului sarcoplasmatic Apariția autoanticorpilor la mușchiul scheletic este asociată cu o reacție autoimună împotriva celulelor timusului Serurile policlonale și anticorpii monoclonali sintetizați din spectrul de anticorpi în miastenia gravis se leagă atât de antigenele mușchilor scheletici, cât și de celulele mioepiteliale de timom Acest tip de celule timusului slab diferențiate rețin elementele mioide în citoplasmă și, de asemenea, exprimă AxR fetal Exprimarea subunității α AxR crește în timom, iar sinteza acestuia este observată în celulele epiteliale corticale înconjurate de timocite imature Încălcarea citoarhitectonicii timusului cu un defect în selecția negativă a celulelor T CD ' imature și contactul lor constant cu celulele mioepiteliale poate sta la baza apariției răspunsurilor autoimune în timom Principala metodă de determinare a anticorpilor la mușchii scheletici este NRIF pe criosecțiuni ale mușchilor rozătoarelor sau umane Alte metode de detectare a autoanticorpilor nu acoperă o gamă largă de antigeni, deci sunt folosite doar pentru confirmare Definiția țintelor specifice ale autoanticorpilor în diagnosticul clinic nu este utilizată în prezent Până în prezent, se știe că anticorpii la titina sunt cel mai specific marker al miasteniei gravis neoplazice, iar anticorpii la receptorul de rianodină indică o evoluție severă și un prognostic prost al bolii Anticorpii la nivelul mușchilor scheletici sunt diagnosticați prin NRIF la - % dintre pacienții cu miastenia gravis clasică, cu miastenia gravis paraneoplazică și pe fondul timomului, apar la - % dintre pacienți Rezultatul testului este pozitiv atunci când o colorare caracteristică a elementelor contractile ale unui șoarece scheletic este detectată la un titru mai mare de : La vârstnici, incidența autoanticorpilor crește treptat, în timp ce la pacienții tineri cu miastenia gravis, anticorpii la mușchii scheletici sunt rar înregistrați ( : ) sunt înregistrate la aproape toți pacienții cu LES În timpul exacerbării, pe linia celulară HEp- sunt observate titruri extrem de mari de ANF, cu o medie de : - : Adesea, la pacienții cu LES, titrurile pot depăși : Cu o terapie de succes, titrurile ANF scad, în medie : - : Absența unor titruri semnificative de ANF la pacienții individuali cu simptome clinice tipice de LES este un "os de disputa" între reumatologi și personalul de laborator, ceea ce face necesar să se evidențieze un grup condiționat de pacienți cu "LES ANF negativ", atunci când se utilizează țesuturile animalelor de laborator, cum ar fi rinichii sau șobolanii hepatici, până la - % dintre pacienții care îndeplinesc criteriile pentru diagnosticul de LES nu au titruri diagnostice de ANF în serul sanguin Unul dintre principalele tipuri de ANA găsite la astfel de pacienți sunt anticorpii la antigenele -A Acești antigeni sunt foarte solubili și se pot pierde din nucleele celulare Deși utilizarea liniei celulare HEp- ca substrat reduce semnificativ numărul acestei categorii de pacienți, până la % dintre pacienți rămân seronegativi Trebuie luat în considerare faptul că atunci când se utilizează fixarea meganol-acetonă a celulelor HEp- , antigenul SS-A poate difuza în citoplasma celulei, drept urmare titrurile ANF sunt semnificativ subestimate Pentru a elimina aceste neajunsuri, a fost creată o linie de celule transgenice HEp- , în al cărei genotip a fost introdusă artificial gena antigenului -A Datorită acestui fapt, în nucleul său se observă supraexprimarea antigenului SS-A, ceea ce crește sensibilitatea detectării ANA Cu toate acestea, chiar și utilizarea liniilor celulare transgenice nu elimină complet problema "SLE ANF-negativ" Rezultate fals-negative ale determinării ANF pot fi obținute în prezența ANA la antigenele citoplasmatice - antigene ribozomale și antigene antisintetaze (Jo- ), precum și în prezența anticorpilor la fosfolipide Există un alt grup de pacienți cu LES care nu au ANF Persoanele cu deficiență congenitală a componentelor complementului (C și C ) pot suferi de o boală a pielii asemănătoare lupusului cu fotosensibilitate severă În timpul examinării de laborator, nu au titruri semnificative de ANF și anticorpi la dsDNA, deși în unele cazuri pot fi detectați anticorpi la Ro/SS-A Determinarea tipului de strălucire ANF joacă un rol important în determinarea prognosticului pentru LES Apariția unor tipuri specifice de luminescență depinde de populațiile de pacienți examinate La examinarea populațiilor mixte, inclusiv DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE se notează cu aceeași frecvență atât formele cutanate, cât și cele sistemice ale bolii, tipul omogen și granular de luminiscență Tipul omogen de luminescență se datorează prezenței anticorpilor la dsDNA și se caracterizează printr-o evoluție mai agresivă și o probabilitate mai mare de afectare a rinichilor Alături de anticorpii la dsDNA, cu un tip omogen de luminiscență, sunt detectați anticorpi la nucleozomi și anticorpi antiendoteliali, care sunt implicați și în patogeneza nefritei lupice Există varietăți principale ale tipului granular de luminescență la pacienții cu LES Tipul de luminescență granulară grosieră este prezent la pacienții cu anticorpi la componentele spliceosome Sm și RNP Prezența acestor variante de ANA este însoțită de o evoluție severă a bolii cu o probabilitate mare de afectare a SNC, citopenii și sindrom Raynaud sever Tipul de luminescență granulară fină se datorează prezenței anticorpilor la antigenele SS-A și SS-B, se caracterizează în principal prin forme cutanate ale bolii cu fotosensibilitate severă Testul pe bandă lupusului este foarte specific pentru formele sistemice de LES și este observat predominant la pacienții cu boală renală și APS secundar În același timp, detectarea anticorpilor la fosfolipide în LES nu însoțește întotdeauna tabloul clinic al APS Titruri scăzute de ACA au fost înregistrate la - % dintre pacienții cu LES și reprezintă un criteriu de diagnostic suplimentar pentru această boală Titrurile ANF, anticorpii la dsDNA, anticorpii la nucleozomi, anticorpii antiendoteliali, conținutul de imunoglobuline serice și gamaglobulinemie, conținutul componentelor sistemului complement, modificările nivelurilor CEC și ESR pot fi utilizate pentru a evalua activitatea boala Spre deosebire de alte boli, concentrațiile de proteină C reactivă în LES sunt de obicei în limitele normale O creștere a concentrației proteinei C-reactive în LES indică atașarea unui proces infecțios și necesită o căutare activă a focarelor de infecție latentă Diagnosticul sindromului antifosfolipidic APS este o boală autoimună care afectează predominant femeile tinere și se manifestă prin tromboză recurentă, avort spontan recurent, trombocitopenie și prezența persistentă a anticorpilor antifosfolipidici Diagnosticul APS se bazează pe conformitatea constatărilor clinice și de laborator cu criteriile de diagnostic pentru această boală În Sydney, în , a avut loc ultima revizuire a criteriilor pentru această boală Diagnosticarea practică a APS este în prezent construită pe baza criteriilor australiene (Tabelele - ) Tabelul - Criterii pentru sindromul antifosfolipidic, Sindromul antifosfolipidic poate fi diagnosticat dacă pacientul are unul dintre clinice și unul dintre criteriile de laborator pentru boală confirmat Unul sau mai multe episoade de "tromboză arterială, venoasă sau de vase mici" în orice țesut sau organ Tromboza trebuie confirmată prin CT/RMN, Doppler sau morfologic La examenul morfologic, tromboza nu trebuie asociată cu modificări inflamatorii ale peretele vasului • Avort spontan ❖ Unul sau mai multe decese fetale din sau mai multe săptămâni de gestație, confirmate de morfologia fetală normală la ecografie sau morfologic DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Sfârșitul mesei - • Una sau mai multe nașteri premature ale unui nou-născut normal din punct de vedere morfologic la de săptămâni de gestație sau mai mult din cauza preeclampsiei severe, eclampsiei sau insuficienței placentare sti GPL sau MPL, sau mai mare decât percentila a populației sănătoase) re-detectat cel puțin săptămâni mai târziu, detectat folosind un sistem de testare ELISA standardizat • Anticorpi la ^-glicoproteina din clasele la bărbați > la femei), prezența oricăror factori de risc stabiliți pentru boli cardiovasculare (hipertensiune arterială, diabet, colesterol LDL crescut sau colesterol HDL scăzut, fumat, antecedente familiale care indică debutul precoce al bolilor cardiovasculare ) boli în familie, indice de masă corporală peste kg/m , microalbuminurie, RFG redus, trombofilie congenitală, contraceptive orale, sindrom nefritic, tumori, imobilizare și patologie chirurgicală) *** Un episod de tromboză în trecut poate fi considerat un criteriu pozitiv dacă a fost confirmat clinic în mod obiectiv **** Tromboza venelor superficiale nu este inclusă în criteriile clinice ***** Semnele comune ale insuficienței placentare includ ( ) semne fetale negative, ( ) forme de undă Doppler vasculare slabe care indică semne de hipoxemie fetală, ( ) oligohidramnios cu un indice de lichid amniotic mai mic de cm, ( ) greutate postnatală făt mai mic de percentila a vârstei gestaționale ****** Experții recomandă clasificarea separată a pacienților cu SPA în următoarele categorii: ( ) mai mult de criteriu de laborator prezent în orice combinație, ( a) anticoagulant lupus izolat, ( b) numai anticorpi anti-cardiolipină, ( c) anti -numai anticorpi p -gp Există mai multe forme de clasificare a API În primul rând, este APS primar sau idiopatic care apar la persoane sub de ani După această vârstă, majoritatea cazurilor de APS sunt considerate ca un proces secundar în raport cu boala de bază APS secundar se dezvoltă pe fondul LES SS, sclerodermie, tumori, HIV și HCV, medicamente Un alt tip de boală este APS catastrofal, care continuă ca prima fază a DIC cu dezvoltarea insuficienței multiple de organe În cazul DIC catastrofale, diagnosticul se face adesea post-mortem, ca urmare a depistarii unor titruri extrem de mari de AKLA În același timp, APS seronegativ se caracterizează prin absența AKLA cu un tablou clinic caracteristic În cazul unui episod anterior de tromboză, se recomandă măsurarea AKLA și a anticorpilor la p -GP după săptămâni, deoarece un episod trombotic poate fi asociat cu consumul de cantități mari de autoanticorpi Baza semnelor clinice ale APS este tromboza venoasă recurentă, cel mai adesea localizată în venele profunde ale picioarelor, care poate fi complicată de embolie pulmonară Totuși, tromboza se poate dezvolta și în venele superficiale și în orice alt bazin venos Tromboza arterială se manifestă prin gangrenă a extremităților, accidente vasculare cerebrale, ocluzie aortică cu DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE necroza aseptică a capului femural, infarct miocardic, rinichi și alte organe interne Cheaguri de sânge se pot forma pe valve și în cavitățile inimii Manifestările cutanate sunt ulcere la nivelul picioarelor, hemoragii în patul subungual și livedo reticularis Mesh livedo sub formă de plasă venoasă superficială albăstruie pe picioare și coapse este deosebit de clar vizibilă după răcire Avorturile spontane inexplicabile în stadiile incipiente sau moartea fetală intrauterină în trimestrul II-III pot să apară în APS fără sau pe fondul preeclampsiei severe Trombocitopenia în APS este moderată, rareori duce la complicații și nu necesită tratament Cu toate acestea, trombocitopenia idiopatică, ca și anemia hemolitică, este o indicație pentru numirea unor teste de laborator care vizează detectarea anticorpilor antifosfolipidici Spectrul clinic de simptome care sunt asociate cu APS este destul de larg (Tabelele - ), majoritatea dintre ele nefiind incluse în criteriile finale de diagnosticare a APS ( ), dar sunt discutate activ în literatură Tabelul - Caracteristicile clinice ale sindromului antifosfolilidic Manifestări APS Simptome Incidență, % Tromboză periferică Tromboză venoasă profundă, tromboză arterială/venoasă Avort spontan Avort spontan precoce/tarziu, naștere timpurie Afectiuni reumatice Artralgie artrita Manifestări neurologice Migrenă, accident vascular cerebral Manifestări cutanate ale Livedo reticularis, ulcere ale picioarelor Hematologie Trombocitopenie Anemia hemolitică Manifestări cardiace Îngroșarea valvulară Infarct miocardic Manifestări pulmonare ale PE hipertensiune pulmonară O formă clinică separată de APS este APS catastrofal sau sindromul Asherson, caracterizat prin insuficiență acută multiplă de organe din cauza dezvoltării bruște a mai multor tromboze în microvascularizarea diferitelor organe Riscul de a dezvolta un sindrom catastrofal este mai mare la femeile cu o patologie a sarcinii în timpul bolilor infecțioase, leziunilor, inclusiv după intervenții chirurgicale chiar minore Mortalitatea în sindromul catastrofic ajunge la % și este semnificativ mai mare în complicații precum sindromul de coagulare diseminată și/sau sindromul de răspuns inflamator sistemic, care se observă în - % din cazurile cu această formă de boală În tratamentul sindromului catastrofic, se folosesc anticoagulante directe, transfuzii de plasmă congelată, introducerea de imunoglobuline, doze mari de steroizi, antibiotice, anticorpi monoclonali anti-SE Pentru a preveni complicațiile în APS cronice, anticoagulantele indirecte, în principal warfarina, sunt prescrise pentru a menține INR în intervalul , - , , ceea ce reduce riscul de tromboză venoasă recurentă cu - %, indiferent de prezența anticorpilor antifosfolipidici La supraviețuitorii accidentului vascular cerebral cu un singur test pozitiv, acidul acetilsalicilic și warfarina au fost la fel de eficiente în prevenirea accidentelor vasculare cerebrale recurente Riscul de apariție a unei noi tromboze este moderat crescut la % pe an la femeile cu pierderi fetale repetate și pare a fi mai mare de % la pacienții cu tromboză venoasă care au încetat să mai ia anticoagulante DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Serodiagnosticul APS rămâne o provocare Rezultate pozitive ale determinării AKLA sunt adesea observate la indivizi sănătoși clinic, inclusiv la vârstnici, cu o sarcină normală și boli inflamatorii În majoritatea covârșitoare a acestor cazuri, prezența anticorpilor într-un titru scăzut este un fenomen tranzitoriu care nu duce la formarea APS; în aceste cazuri, epitopul este diferit de epitopul tipic pentru APS Testele pentru AKLA, anticorpii la r,-GP și VA sunt de preferință efectuate împreună, deoarece în cazul unui rezultat pozitiv al tuturor testelor, valoarea prognostică a examinării în raport cu tromboza recurentă crește O asociere semnificativă puternică a fost găsită în mai multe studii retrospective între tromboză și rezultatele pozitive ale tuturor testelor (anticorpi ACLA la p -GP și VA) în comparație cu pacienții care au fost pozitivi pentru unul sau două teste În plus, există observații conform cărora pacienții cu rezultate pozitive la mai multe teste mențin valori crescute în timpul studiilor repetate, ceea ce crește probabilitatea diagnosticului lor de APS Problema diagnosticului de laborator modern este că nu toate testele sunt la fel de standardizate și sensibile, iar calitatea standardelor interlaboratoare și intralaboratoare este, de asemenea, insuficientă Numirea anticoagulantelor interferează cu examinarea pacienților Astfel, APTT nu poate fi utilizat pentru screening-ul pentru B A dacă pacientul primește anticoagulante pentru tromboză existentă Pentru confirmarea imunologică a APS, este necesar mai mult de un test în fiecare caz, nivelul de anticorpi ar trebui să fie ridicat, aceste valori ar trebui menținute atunci când sunt reexaminate după săptămâni Cu toate acestea, există și excepții Astfel, în caz de avort spontan obișnuit, în scopuri de prognostic, este suficientă determinarea anticorpilor la cardiolipină Este important ca, conform criteriilor de diagnostic existente pentru APS, confirmarea acestei boli autoimune necesită o combinație obligatorie de cel puțin un semn imunologic și unul clinic Detectarea anticorpilor la fosfolipide și dezvoltarea APS secundare sunt relativ frecvente la pacienții cu LES Până la % dintre pacienții cu lupus în stadiul acut au niveluri crescute de APA în sânge Titruri mari de APA se găsesc la % dintre pacienții cu LES, prezența lor este însoțită de manifestări clinice ale SPA: o frecvență crescută a complicațiilor trombotice, un risc semnificativ de apariție a manifestărilor neurologice ale bolii, sindromul Raynaud și livedo reticularis Pacienții cu LES cu LA și AKLA pozitiv au o incidență mare de avort spontan, tromboză venoasă și arterială, trombocitopenie și anemie, hipertensiune pulmonară și endocardită Libman-Sacks, livedo reticularis cu sau fără ulcerație cutanată Titrurile ridicate de APA servesc ca bază pentru includerea unui pacient cu LES în grupul de risc pentru dezvoltarea complicațiilor trombotice În marea majoritate a cazurilor, markerii serologici ai APS se găsesc în LES, aceștia fiind legați de cazurile de APS secundar în bolile sistemice Prevalența APS primară în populație nu a fost încă clarificată și ar trebui ajustată din cauza nespecificității detectării APS La unii pacienți, formarea APS poate precede apariția semnelor unei boli primare a țesutului conjunctiv, atât LES, cât și sclerodermie, boala mixtă a țesutului conjunctiv, RA Determinarea ANF ar trebui inclusă ca test serologic obligatoriu atunci când se evaluează pacienții cu suspiciune de APS Frecvența leziunilor organului vizual în bolile țesutului conjunctiv ar trebui inclusă în examinarea pentru AFA pentru a exclude acest sindrom la pacienții cu leziuni trombotice bruște ale vaselor oculare Cu toate acestea, chiar și rezultatele pozitive ale detectării AFA DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE necesită excluderea altor cauze de tromboză, în special în prezența altor factori de risc, inclusiv fumatul, hiperlipidemia, ateroscleroza, venele varicoase, contraceptivele orale Diagnosticul poliartritei reumatoide RA este cea mai frecventă boală inflamatorie a articulațiilor În populația nord-europeană, apariția sa ajunge la peste % RA este o boală autoimună sistemică, al cărei simptom principal este inflamația membranelor sinoviale ale articulațiilor, caracterizată printr-un curs progresiv inexorabil, deși perioadele de manifestări clinice vii alternează cu perioade de ameliorare relativă Consecințele PR sunt degradarea cartilajului articular, urmată de eroziunea osului, ducând la distrugerea semnificativă a articulației cu pierderea funcției sale Pe lângă tabloul clinic al artritei deformante, manifestările extraarticulare ale bolii sunt observate la % dintre pacienți Diagnosticul de PR este stabilit pe baza constatărilor clinice, testele imunologice sunt incluse ca unul dintre cele articole ale criteriilor de clasificare a Colegiului American de Reumatologie pentru RA (Tabelele - ) Tabelul - criterii de clasificare pentru artrita reumatoidă rigiditate matinală Artrita activă în mai mult de articulații la momentul examinării Artrita a articulațiilor mâinii Lezarea simetrică a articulației Noduli reumatoizi Prezența factorului reumatoid în ser Semne radiografice ale leziunilor osoase periarticulare Clasificarea se bazează pe criterii Un diagnostic de RA necesită dintre cele criterii enumerate Criteriile - trebuie să persistă cel puțin luni Examenul imunologic este deosebit de relevant în stadiile incipiente ale bolii, când este singura metodă disponibilă pentru obiectivarea ipotezelor clinice Prezentarea clinică adesea atipică la debutul bolii, cum ar fi oligoartrita și absența eroziunilor osoase, în ciuda duratei plângerilor pacientului, și faptul că utilizarea terapiei active la debutul bolii poate încetini dezvoltarea rapidă a deformărilor articulare, face din testele de laborator un instrument extrem de valoros pentru diagnosticul diferenţial Diagnosticul corect al RA, făcut într-un stadiu incipient, stă la baza terapiei imunosupresoare eficiente Costul redus și disponibilitatea determinării RF îl fac în continuare primul test serologic în examinarea pacienților cu boli articulare Determinarea RF în laboratoarele clinice se bazează pe utilizarea metodelor de aglutinare cu latex și turbidimetrie Deși turbidimetria este mai sensibilă, sensibilitatea sa relativ mare reduce specificitatea examinării Este recomandabil să folosiți metoda latexului pentru determinarea RF ca screening, ceea ce reduce semnificativ costul examinării pacienților În acest caz, sensibilitatea testului latex nu trebuie să fie mai mare de - UI / ml Rezultatele pozitive ale testelor cu latex trebuie confirmate prin metode turbidimetrice cantitative Absența RF la prima examinare nu exclude diagnosticul de RA seronegativă O singură determinare a RF într-un stadiu incipient al RA, care a adus un rezultat negativ, nu este suficientă pentru a exclude RA precoce Dacă diagnosticul de RA este suspectat sau chiar confirmat clinic cu un rezultat negativ al testului RF, este necesară o a doua determinare a titrului DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE după luni pentru a determina forma seropozitivă a acestei boli Această perioadă corespunde aproximativ cu timpul de reînnoire a grupului de celule plasmatice capabile să sintetizeze autoanticorpi Dacă se obține un rezultat pozitiv, atunci nu există premise reale pentru repetarea definiției RF în timp Datorită specificității lor ridicate, ACCP au cei mai buni parametri pentru diagnosticarea precoce, deoarece detectarea lor are un factor de risc ridicat, adică detectarea crește probabilitatea bolii de ori În același timp, AMCV-urile au cea mai mare sensibilitate; prin urmare, pot fi recomandate pentru screening-ul pentru RA și excluderea diagnosticului atunci când tabloul clinic este neclar Deși datele privind utilizarea RA în prezicerea evoluției ușoare a RA necesită o confirmare suplimentară, anticorpii împotriva RA mot pot fi utilizați pentru a diagnostica RA seronegativă Utilizarea combinată a anticorpilor RA și AMCV în RA seronegativă permite atingerea unei sensibilități de % Pentru a evalua prognosticul, se folosește definiția AK A, care "prevăd" dezvoltarea unui proces distructiv în articulații Pacienții cu titruri mari de AKA necesită o terapie imunosupresoare mai activă Printre alte metode de evaluare a prognosticului RA se numără studiul clasei RF IgA prin ELISA Timpul lung de înjumătățire al imunoglobulinei serice, precum și constanța răspunsurilor imune, nu permit utilizarea markerilor serologici pentru a monitoriza evoluția bolii PREDICȚIA REZULTATELOR ARTRITEI REUMATOIDE Rezultatul RA este o scădere progresivă a capacității funcționale a articulațiilor, dizabilitate și o scădere concomitentă a speranței de viață a pacienților Speranța medie de viață a pacienților cu RA care nu au primit tratament eficient este semnificativ mai mică decât speranța medie de viață într-o populație comparabilă În același timp, agresivitatea și rata de progresie a RA variază foarte mult Se recunoaște, în general, că această boală este foarte eterogenă - poate continua cu moderație, fără a duce la distrugeri semnificative timp de zeci de ani, la unii pacienți, în timp ce la alții anchiloza articulațiilor și distrugerea incapacitante se dezvoltă în primii câțiva ani ai bolii Pierderea funcției articulare este afectată de gradul de inflamație locală și de apariția semnelor de distrugere articulară Inflamația persistentă în cavitatea articulară este principala cauză a dezvoltării modificărilor osoase Un factor de prognostic important este prescrierea precoce a terapiei de bază, care suprimă răspunsurile imune specifice și inflamația locală în articulații, precum și prevenirea formării modificărilor organice În mod caracteristic, în timp, activitatea de laborator și clinică a bolii scade la majoritatea pacienților, în timp ce severitatea modificărilor osoase la nivelul articulațiilor crește Motivul acestei eterogenități este determinat de factori genetici și este asociat cu un anumit set de gene ale sistemului imunitar Printre pacienții cu RA, există o frecvență ridicată de homozigoți pentru alelele HLA-DR și DR MHC, în special B * S-a constatat că în genele HLA asociate cu dezvoltarea RA, există o anumită secvență de aminoacizi, așa-numitul epitop comun (epitop comun), care este inclus în bucla variabilă (VTQ al HIA II p -lanţ, definiţia acestui epitop poate fi utilizată în diagnosticul RA Apariţia autoanticorpilor specifici în RA este determinată de caracteristicile sistemului imunitar al pacientului şi este strâns legată de genotipul HLA al pacientului DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE are o afinitate mare pentru epitopii filagrinei citrulinați, ceea ce indică o relație strânsă între genotipul MHC și formarea APA În același timp, rolul patogenetic al autoanticorpilor în PR rămâne controversat Existența formelor seronegative ale bolii, variațiile semnificative ale conținutului de autoanticorpi la pacienți nu ne permit să facem o concluzie clară cu privire la semnificația lor în afectarea articulațiilor Cu toate acestea, imunitatea umorală este strâns legată de patogeneza RA, autoanticorpii reflectă anumite caracteristici ale patogenezei bolii Una dintre cele mai "elegante" dovezi ale importanței imunității umorale în patogeneza RA a fost experiența de succes de a trata pacienții cu RA cu rituximab (MABTERA), un anticorp umanizat terapeutic îndreptat împotriva markerului CO al celulelor B Eliminarea celulelor B determină remisie clinică și de laborator la % dintre pacienții cu PR În plus, a existat o scădere a nivelurilor de autoanticorpi (RF și APA) în serul sanguin, care s-a corelat strâns cu dinamica și activitatea bolii, iar reapariția bolii a fost însoțită de o creștere a titrurilor de autoanticorpi seric Acest fapt indică importanța determinării concentrațiilor serice ale autoanticorpilor pentru a evalua caracteristicile clinice și imunopatogenetice ale bolii Prezența autoanticorpilor în RA poate reflecta reactivitatea specifică a sistemului imunitar, starea serologică a pacientului poate determina caracteristicile bolii și poate indica rezultatul acesteia Acest lucru face posibilă utilizarea autoanticorpilor pentru a identifica un grup de pacienți cu prognostic prost Este în general acceptat că RA seropozitivă RF se caracterizează prin leziuni articulare mai severe și este mai des însoțită de manifestări extraarticulare în comparație cu RA seronetică Detectarea RF în RA la o concentrație mai mare de S/mL la debutul bolii este unul dintre factorii pentru un prognostic nefavorabil al RA, asociat cu dezvoltarea precoce a distrugerii articulare și a dizabilității pacientului, în timp ce în pacienții seronegativi boala decurge mai ușor Nodulii reumatoizi si alte manifestari ale vasculitei se inregistreaza exclusiv la pacientii seropozitivi Mai mult, invaliditatea si mortalitatea prin PR sunt mai mari in lotul pacientilor seropozitivi Cu toate acestea, apariția frecventă a poliartritei distructive la pacienții fără RF indică dezavantajele utilizării RF ca singur marker al severității RA ACCP par să împărtășească principalele caracteristici ale anticorpilor anti-filagtrină: se găsesc precoce în RA și sunt în general mai tipice pentru subgrupul de pacienți cu progresie radiologică rapidă ACCP fac posibilă prezicerea dezvoltării distrugerii la aproximativ / dintre pacienții cu proces distructiv și, în combinație cu RF, reprezintă un instrument important pentru recunoașterea pacienților cu PR cu un prognostic prost al bolii deja în stadiul de diagnostic Un alt factor important este prescrierea precoce a terapiei de bază, numită "piramidă terapeutică inversată", în care medicamentele mai active sunt prescrise mai devreme Momentul începerii terapiei de bază de la debutul simptomelor bolii este unul dintre principalii factori care influențează formarea ulterioară a distrugerii articulațiilor Terapia precoce "agresivă" este imposibilă fără un diagnostic sigur de RA Preparatele de bază sunt nesigure, numirea lor este asociată cu un număr mare de efecte secundare În același timp, criteriile RA utilizate în mod tradițional ale Colegiului American de Reumatologie nu sunt suficient de sensibile pentru a diagnostica RA precoce Apariția ridicată și valoarea prognostică a ACCP au făcut posibilă includerea acestora în criteriile dezvoltate pentru RA precoce Utilizarea acestor criterii face posibilă atât diagnosticarea RA, cât și stabilirea unui prognostic pentru dezvoltarea distrugerii articulațiilor, în plus, anticorpii la peptida ciclică care conține citrulină au DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE f cea mai mare greutate specifică pentru diagnosticul artritei erozive Astfel, testele serologice reprezintă una dintre principalele posibilități de obiectivare a diagnosticului, putând servi drept bază pentru prescrierea precoce a terapiei de bază de mare eficiență Alte forme de artrită inflamatorie Artrita reumatoidă juvenilă (JRA) este un grup separat de boli reumatice Principalii markeri ai JRA, în special formele poli- și oligo-articulare, sunt RF și ANF Forma poliartritică RF-seropozitivă a JRA seamănă cel mai mult cu RA adult În forma poliartritică a JRA, titrurile diagnostice ale ANF sunt observate la % dintre pacienți În forma oligoarticulară a JRA, în special la debutul precoce al bolii, ANF este mult mai frecventă, iar incidența sa ajunge la - % Această formă a bolii apare predominant la sugarii de sex feminin și este asociată cu artrită și un risc ridicat de iridociclită autoimună Definiția ANF poate fi utilizată în diagnosticul diferențial al osteomielitei hematogene și al formei oligoarticulare de JRA Dacă o creștere a nivelului seric al markerilor de fază acută ai proteinei C reactive în combinație cu febră severă indică, mai degrabă, o leziune a articulației septice la copii, atunci o evoluție prelungită a artritei cu un răspuns scăzut în fază acută este o indicație pentru determinarea ANF Imunoglobulinele serice trebuie determinate împreună cu ANF și RF dacă se suspectează JRA, deoarece hipergammaglobulinemia este un marker independent al JRA Spondiloartropatiile sunt un grup de boli caracterizate prin afectarea articulațiilor scheletului axial Apariția cumulativă a acestor boli în populație este de aproximativ %, ceea ce face posibilă atribuirea lor uneia dintre cele mai frecvente boli reumatismale Spondiloartropatiile la copii și adulți necesită testare imunogenetică pentru a detecta antigenul HLA-B Cele mai strâns asociate cu HLA-B sunt spondilita anchilozantă ( %), sindromul Reiter ( %) și spondiloartropatiile nediferențiate ( %) În artrita asociată cu boala inflamatorie intestinală, artrita psoriazică și artrita reactivă, incidența HLA-B nu depășește % Majoritatea spondiloartropatiilor apar pe fondul unei leziuni inflamatorii a membranei mucoase și a pielii, ceea ce duce la o creștere a volumului de material antigenic provenit din mediul extern Baza imunopatogenezei tuturor condițiilor este încălcarea toleranței imunologice în prezentarea antigenelor mediate de HLA-B Prezența unei predispoziții genetice la boală duce la apariția artritei autoimune chiar și atunci când factorul inductor a încetat deja să acționeze Vasculita autoimună Vasculita autoimună se referă la bolile asociate cu inflamația necrozantă a peretelui vascular fără o cauză infecțioasă sau toxică Vasculita este împărțită în primară și secundară, care apar pe fondul unei alte boli autoimune Deși există o serie de clasificări clinice convenabile ale vasculitei, este în general acceptată clasificarea internațională a vasculitei primare dezvoltată la Chapell Hill în J Această clasificare a definit forme de vasculită primară și le-a subdivizat în funcție de calibrul vaselor afectate (vezi tabelele) - ) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Cu toate acestea, pe lângă semnificația morfologică, această clasificare oferă un indiciu pentru diagnosticarea acestor boli folosind teste imunologice (Fig - ) Până de curând, absența altor abordări diagnostice, în afară de cele clinice și morfologice, a făcut mult mai dificilă depistarea acestora Acest lucru a condus adesea la erori de diagnostic din cauza tabloului clinic polimorf și a asemănării simptomelor cu bolile sistemice ale țesutului conjunctiv și alte boli non-reumatice Examinarea imunologică într-un stadiu incipient permite reducerea timpului pentru stabilirea unui diagnostic final și eliminarea analizei datelor clinice adesea ambigue Orez - Algoritm pentru utilizarea testelor imunologice în diagnosticul vasculitei sistemice Nu au fost descriși markeri serologici absolut specifici pentru aceste boli Patogenia vasculitei vaselor mari și medii este mediată predominant de celulele T Anticorpii antiendoteliali apar cu o frecvență diferită în aortoarterita Takayasu și boala Kawasaki, precum și într-un număr de vasculopatii, cum ar fi sindromul hemolitic uremic, purpura trombocitopenică trombotică și boala Behcet Vasculita vaselor mari este însoțită de un răspuns inflamator pronunțat, a cărui stabilire stă la baza metodelor de laborator pentru diagnosticul lor, împreună cu examenul morfologic și instrumental Vasculitele vaselor de dimensiuni medii, în primul rând poliangeita nodulară, sunt dependente de infecție și nu sunt însoțite de formarea de autoanticorpi specifici Conform imunopatogenezei, vasculita vaselor mici poate fi subdivizată în granulomatoasă și imunocomplex Vasculita granulomatoasă a vaselor mici, inclusiv sindromul Wegener, poliangeita microscopică, sindromul Churg-Strauss, au o serie de trăsături comune, care includ afectarea rinichilor sub formă de glomerulonefrită extracapilară oligoimună cu semilune, polinevrită și capilarită pulmonară Principala metodă de diagnostic serologic al vasculitei granulomatoase este depistarea ANCA Anticorpii din această familie reacţionează cu proteinele azurofile DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE granule de granulocite neutrofile Semnificația ANCA în patogeneza și diagnosticul vasculitei granulomatoase a făcut posibilă distingerea unui grup separat, generalizat sub denumirea de "vasculită asociată ANCA" Acestea includ granulomatoza Wegener, sindromul Churg-Strauss, poliarterita microscopică și glomerulonefrita semilună rapid progresivă Sindromul Goodpasture este uneori inclus în acest grup de boli, deoarece ANCA poate fi observată la - % dintre pacienții cu această boală împreună cu anticorpi la membrana bazală glomerulară, a cărei determinare este principala metodă de laborator pentru diagnosticul acesteia Deși sindromul Goodpasture nu este o vasculită sistemică, se caracterizează prin alveolită hemoragică și glomerulonefrită rapid progresivă, care este greu de diferențiat de boala renală asociată ANCA În acest sens, detectarea ANCA și a anticorpilor la membrana bazală a rinichilor este de obicei utilizată împreună Vasculita complexului imun este cauzată de formarea de complexe imune între autoanticorpi și antigenele acestora din sânge și peretele vascular Complexele imune care pot fi găsite în serul sanguin se numesc CIC Se presupune că o scădere a solubilității CEC duce la depunerea lor în peretele vascular și la dezvoltarea inflamației O scădere a solubilității cu o încetinire a fluxului sanguin și a temperaturii duce la faptul că capilarele, în primul rând capilarele pielii, sunt afectate de complexele imune Vasculita crioglobulinemică este însoțită de eliberarea unui tip special de CEC în sânge, ceea ce necesită abordări metodologice speciale pentru detectarea lor Separat, există metode care permit detectarea depozitelor de complexe imune și complement direct în țesutul afectat Determinarea depozitelor de complexe imune face posibilă obiectivarea procesului imunocomplex și este mai fiabilă decât metodele de detectare a CEC Vasculita marilor vase În centrul patogenezei vasculitei vaselor mari, care includ aortoarterita și arterita temporală a lui Takayasu, precum și polimialgia reumatică, se află deteriorarea peretelui vascular, care provoacă o zonă mare de endoteliu implicat Sinteza citokinelor proinflamatorii de către endoteliu, în primul rând TNF-a și IL- , conduce la formarea unui răspuns pronunțat de fază acută, al cărui studiu este utilizat în diagnosticul vasculitei mari Deci, în aortoarterita lui Takayasu, arterita temporală și polimialgia reumatică, sunt observate niveluri extrem de ridicate de proteină C-reactivă și valori semnificativ crescute ale VSH Diagnosticul polimialgiei reumatice și arteritei cu celule gigantice se bazează pe detectarea unei VSH semnificativ crescute (până la mm / h) folosind metoda Westergren și o creștere a proteinei C reactive de peste mg / ml Cu arterita temporală și polimialgia reumatică, doar la % dintre pacienții care nu au primit terapie specifică, VSH și proteina C reactivă sunt în limitele normale VSH mai mare de mm/h apare la % dintre pacientii in faza activa a acestor boli si la % dintre pacientii in afara activitatii bolii Pe fondul terapiei imunosupresoare, scăderea valorilor reactanților de fază acută are loc în rate diferite De exemplu, în tratamentul arteritei temporale cu hormoni corticosteroizi, nivelurile de fibrinogen și proteina C reactivă scad cel mai rapid, la % dintre pacienți ating valorile normale în săptămâni de la începerea terapiei Modificarea VSH este mult mai lentă, la jumătate dintre pacienți acest indicator se normalizează după săptămâni DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE începerea tratamentului Valorile normale ale VSH sunt observate după săptămâni la % dintre pacienți Rata scăderii VSH se potrivește cel mai bine cu scăderea activității arteritei temporale și a polimialgiei reumatice, ceea ce face posibilă utilizarea valorilor VSH pentru a monitoriza activitatea bolii și a terapiei de control Poliarterita nodoasă este o formă rară de vasculită sistemică Se poate dezvolta în decurs de an după hepatita virală B De obicei se autovindecă, boala reapară rar În ciuda faptului că morfologic poliarterita nodoasă se manifestă prin inflamație granulomatoasă, similară cu granuloamele din poliangeita microscopică ANCA și alți markeri serologici specifici sunt absenți în poliarterita nodoasă clasică De obicei, exacerbarea sa este însoțită de hipocomplementemie precum şi o creştere a concentraţiilor proteinelor de fază acută Serul pacienților prezintă de obicei semne de infecție actuală cu VHB sub formă de AgHBs și AgHBe Boala Kawasaki afectează în primul rând copiii sub ani Simptomele clinice includ febră, limfadenopatie, erupții cutanate, înroșire caracteristică a limbii și a mucoasei bucale și vasculită care afectează arterele coronare Majoritatea cazurilor de boala Kawasaki apar sporadic, dar au fost descrise focare ale bolii, care indica natura sa infectioasa Anticorpii antiendoteliali în această boală sunt observați relativ des și se corelează cu activitatea acesteia Vasculita granulomatoasa si glomerulonefrita rapid progresiva Vasculita granulomatoasă este un grup de boli, a cărui imagine morfologică este reprezentată de formarea de granuloame tisulare asociate cu vase mici, precum și de deteriorarea glomerulului sub formă de glomerulonefrită oligoimună necrozantă cu semilună Relația strânsă dintre depistarea ANCA și principalele forme de vasculită granulomatoasă și importanța ANCA în patogenia lor a făcut posibilă generalizarea acestora ca grup de vasculite asociate ANCA Tipul citoplasmatic de luminiscență ANHA, cauzată de formarea de anticorpi la proteinaza- , este un marker sensibil și specific al vasculitei granulomatoase (GV), o boală severă manifestată printr-o triadă de leziuni granulomatoase ale nazofaringelui, căilor respiratorii, plămânilor, si rinichii Titruri mari de anticorpi anti-PR- /cANCA se găsesc la % dintre pacienții cu un model extins de hepatită B activă cu afectare renală, în timp ce formele localizate de HD care afectează tractul respirator superior sunt mai rar însoțite de autoanticorpi Incidența ANCA în formele localizate de hepatită B nu depășește - % În ciuda specificității ridicate a detectării ANCA în HB, cANCA poate apărea în vasculita paraneoplazică și indusă de medicamente Titrurile ciANCA în HB sunt semnificative clinic și se corelează cu activitatea bolii Titrul ridicat este baza terapiei imunosupresoare patogenetice Titrul de anticorpi crește în medie cu o lună înainte de debutul următoarei exacerbari a bolii La pacienții în remisie, titrurile de anticorpi sunt foarte scăzute sau nu sunt detectate deloc Monitorizarea lunară a nivelurilor cANCA poate fi utilizată pentru a prezice reapariția bolii, iar terapia patogenetică poate preveni dezvoltarea bolii S-a demonstrat că terapia bazată pe monitorizarea cANP A poate preveni eficient apariția recăderilor HB DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE O scădere a titrului de autoanticorpi poate dura până la șase luni, proteina C reactivă reflectă mai bine o scădere a activității inflamației autoimune pe fondul terapiei eficiente Pacienții cu hepatită B care mențin titruri ridicate de ANCA în ciuda terapiei imunosupresoare în desfășurare prezintă un risc crescut de exacerbare recurentă a bolii Forma predominantă de vasculită la pacienții cu pANCA/anti-MPO este poliangeita microscopică Conform tabloului histologic, poliangeita microscopică este similară cu poliarterita nodoasă, dar nu este însoțită de formarea de granuloame și afectează vasele de calibru mic Clinic, se caracterizează printr-o leziune combinată a plămânilor și rinichilor, reprezentată de capilarită pulmonară și glomerulonefrită extracapilară cu semilună În plus, aproximativ / dintre pacienții cu anticorpi la MPO prezintă glomerulonefrită oligoimună izolată cu semilună, care nu este însoțită de manifestări extrarenale Ca și în cazul HB, titrul pANCA/anti-MPO este maxim în timpul glomerulonefritei active Recesiunea procesului sau suprimarea activității vasculitei cu terapia citostatică eficientă duce la eliminarea anticorpilor la % dintre pacienți, iar la % dintre pacienți seroconversia are loc în următoarele luni după obținerea remisiunii clinice a procesului O altă formă clinică de vasculită granulomatoasă care este asociată cu pANCA/anti-MPO este sindromul Churg-Strauss Simptomele clinice ale acestei boli sunt reprezentate de vasculita pulmonara cu infiltrate eozinofile, astm si hipereozinofilie Anticorpii împotriva MPO sunt detectați la % dintre pacienți În plus față de ANHA, în această boală se găsesc adesea anticorpi antiendoteliali și niveluri serice crescute de proteine cationice eozinofile (ECP) Vasculita izolată rapid progresivă fără semne de patologie extrarenală este o boală separată în structura vasculitei granulomatoase Trebuie diferențiat de glomerulonefrita sindromului Goodpasture, în care nu există formare de granulom Din punct de vedere morfologic, aceste două forme de glomerulonefrită semilună sunt foarte asemănătoare, totuși, în sindromul Goodpaschr, există depozite liniare de IgG de-a lungul membranei bazale a rinichilor, care corespund depunerilor de anticorpi la membrana bazală a glomerulului În glomerulonefrita asociată ANCA, dimpotrivă nu se observă depozite de imunoglobuline în glomerul, deci se numește oligoimun ANCA se găsește la aproximativ % dintre pacienții cu glomerulonefrită izolată rapid progresivă, iar anticorpii la membrana bazală glomerulară sunt de asemenea observați la % dintre pacienți Atât pANCA/MPO cât și cANCA/PR- apar cu aproximativ aceeași frecvență în glomerulonefrita rapid progresivă Într-o categorie restrânsă de pacienți cu ilomerulonefrită oligoimună cu semi-lungimi de anticorpi la MPO și PR- , se pot găsi anticorpi la elastaza neutrofilă Principala indicație pentru determinarea ANCA în practica reumatologică și nefrologică este considerată a fi suspiciunea de vasculită granulomatoasă sistemică Frecvența cumulativă de detectare a principalelor soiuri de ANC A în vasculită este prezentată în tabel - DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Frecvența de detectare a anticorpilor citoplasmatici antineutrofili în vasculita granulomatoasă Boală Incidența cANCA/ anti-PRH, % Incidența pANCA/ anti-MPO, % Glomerulonefrită idiopatică cu semilună Poliangeita microscopică Granulomatoza Wegener Sindromul Churg-Strauss Poliarterita nodoasă clasică sindromul Goodpasture n d Evident, nu există o specificitate absolută a unuia sau altuia tip de ANCA în formele specifice de vasculită S-a observat că formele izolate de glomerulonefrită rapid progresivă, însoțite de anticorpi la PR- , decurg în general mai agresiv În special, există o scădere mai rapidă a funcției renale, mai des sunt diagnosticate manifestări extrarenale ale vasculitei, inclusiv formarea de granuloame tisulare Exacerbările bolii sunt, de asemenea, mai des observate Indicațiile pentru examinare pentru ANCA sunt prezentate în tabel - Mese? - Algoritm de diagnostic pentru utilizarea determinării anticorpilor citoplasmatici antineutrofili în practica clinică Un test imunofluorescent pentru ANCA trebuie efectuat în următoarele condiții • Prezența semnelor vizibile de vasculită - purpură, necroză a vârfurilor degetelor etc • Prezența unor semne mai mult sau mai puțin tipice ale sindromului Wegener, sindromului Churg-Strauss și altor SIDA, însoțite de formarea ANCA • Glomerulonefrită rapid progresivă (împreună cu anticorpi la membrana bazală glomerulară) • Semne ale unei reacții inflamatorii (febră, mialgie, VSH crescut sau apariția unui C-reactiv proteine) fără cauza sau localizarea aparentă a procesului inflamator După primirea unui răspuns pozitiv în metoda imunofluorescenței indirecte, trebuie efectuat un imunotest enzimatic pentru a stabili specificul specific ANCA Este recomandată testarea simultană pentru ANF și ANCA în cazul titrurilor mari de ANF, trebuie efectuat diagnosticul diferenţial al DBST O examinare serologică cuprinzătoare a pacienților ar trebui să includă determinarea ANCA ANF precum şi anticorpi la membrana bazală a glomerulului Dacă ANCA este detectat în testul fluorescent, trebuie efectuate teste de confirmare, inclusiv detectarea anticorpilor la MPO și PR- Screeningul ANF evită rezultatele fals pozitive pANCA și exclude prezența bolii reumatice sistemice Determinarea anticorpilor la EMK la un pacient cu glomerulonefrită rapid progresivă cu modificări ale radiografiei toracice sau hemoptizie ne permite să facem un diagnostic în favoarea sindromului Goodpasture și să prescriem terapie patogenetică Există două vârfuri de vârstă în dezvoltarea glomerulonefritei rapid progresive, în deceniile a -a și a -a Sindromul Goodpasture afectează femeile și bărbații cu frecvență egală, dar leziunile pulmonare sunt mai frecvente la bărbați Dintre pacienții cu sindrom Goodpasture, - % dintre pacienți au pANCA Detectarea autoanticorpilor determină în mare măsură atât tactica terapeutică de gestionare a pacienților cu glomerulonefrită rapid progresivă, cât și prognosticul general al bolii Cel mai rău prognostic în ceea ce privește păstrarea funcției renale apare atunci când este detectat ANCA la PR- și relativ mai bun atunci când sunt detectați anticorpi la MPO DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Deoarece toate vasculitele granulomatoase apar cu o perioadă prodromală care durează de la câteva luni până la un an, diagnosticul ANCA, ANF, și anticorpii la GMB ar trebui să fie printre testele de laborator pentru diagnosticul diferențial al febrelor de origine necunoscută În stadiul prodromal, tabloul clinic al vasculitei granulomatoase este dominat de polinevrita, care se întâlnește la - % dintre pacienți Dezvoltarea rapidă a insuficienței renale și hemoptiziei formează baza tabloului clinic în exacerbarea vasculitei sistemice și a sindromului Goodpasture Adesea, simptomele clinice se pot dezvolta mai vag, inclusiv apariția infiltratelor pulmonare, hematurie, anemie și dispnee La pacienții vârstnici, se observă o creștere treptată a uremiei La pacienții cu sindroame renale și pulmonare, este necesar să se efectueze un diagnostic diferențial cu alte forme de glomerulonefrită secundară, cum ar fi glomerulonefrita poststreptococică, purpura Henoch-Schonlein, LES și crioglobulinemia mixtă Este posibil să se utilizeze teste rapide pentru a detecta anticorpi la BMK, MPO și PR- folosind metoda line blot O serie de teste cromatografice vă permit să obțineți un rezultat în L minute direct la patul pacientului Aceste teste sunt menite doar să excludă boala în cazuri dubioase Indicatorii insuficienti ai specificității și sensibilității lor necesită utilizarea unor teste de laborator ample independente Actualitatea utilizării lor este determinată de importanța inițierii timpurii a terapiei, deoarece în absența tratamentului vasculitei sistemice și sindromului Goodpasture, mortalitatea depășește % În cazul dezvoltării oliguriei, funcția renală este rareori restabilită, chiar și în ciuda terapiei imunosupresoare eficiente Diagnosticul rapid al sindromului Goodpasture permite numirea precoce a plasmaferezei, care este principalul tratament pentru această boală Dacă a fost posibil să se obțină remiterea sindromului Goodpasture și dispariția anticorpilor la membrana bazală a glomerulului, atunci boala reapare rar Printre pacienții cu sindrom pulmonar-renal, anticorpii la nivelul membranei bazale a glomerulului se găsesc în mai puțin de % din cazuri, iar anticorpii la MPO și PR- sunt detectați în majoritatea cazurilor VASCULITA IMUNOCOMPLEX Vasculita complexului imun afectează țesuturile cu cel mai mare pat capilar, în primul rând capilarele pielii Examenul patologic în vasculita imunocomplexă are o infiltrație leucocitară pronunțată a dermei, care este de obicei descrisă de morfologi ca vasculită leucocitoclastică Cel mai adesea, vasculita leucocitoclastică se caracterizează prin purpură hemoragică, care se rezolvă odată cu formarea pigmentării caracteristice a pielii, ceea ce face posibilă diferențierea acesteia de alte tipuri de erupții cutanate O altă formă de erupții cutanate imunocomplex este paniculita sau vasculita, care apare în țesutul adipos subcutanat Această formă se manifestă prin eritem nodos, noduli reumatici, Randu-Osler, noduli Gaberden Vasculita imunocomplex primară este reprezentată de trei forme nosologice principale, inclusiv purpura Henoch-Schonlein, vasculita crioglobulinemică și vasculita leucocitoclastică Cea mai mare parte a vasculitei leucocitoclastice este secundară, apare pe fondul unor boli însoțite de intrarea în sânge a unor cantități mari de antigen exogen Cauzele etiologice ale vasculitei leucocitoclastice sunt extrem de diverse (Tabelul - ) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Principalele cauze ale vasculitei secundare ale complexului imun > Vasculita medicamentoasa (peniciline, sulfonamide, alopurinol, tiazide, retinoizi) • Boala serului (seruri, anticorpi monoclonali, citokine, streptokinază) • Infecții bacteriene cronice (endocardită septică subacută, bronșiectazie boala) • Infecții virale (VHC, VHB, HIV, CMV) " Procese paraneoplazice în tumorile solide • Hematooncologie (mielom, limfoame) • Boli sistemice ale țesutului conjunctiv • Boli autoimune (boală inflamatorie intestinală) • Crioglobulinemie esențială " Purpura Henoch-Schonlein și non-flopatia IgA (boala Berger) Deteriorarea microvasculaturii pielii prin vasculita complexului imun se datorează încetinirii fluxului sanguin în capilarele pielii, stresului mecanic și scăderii temperaturii Toți acești factori pot perturba solubilitatea complexelor imune și pot duce la precipitarea lor pe peretele vasului Vasculita complexului imun afectează adesea vasele nervoase, ducând la mono- sau polinevrita În cazuri severe, se pot dezvolta leziuni renale, cauzate de un exces de CEC în sânge Formele clasice de afectare a rinichilor imunocomplex sunt nefropatia IgA în purpura Henoch-Schonlein și glomerulonefrita mesangiocapilară în crioglobulinemia esențială La examinarea unui contingent mare de pacienți cu vasculită acută imunocomplex, s-a constatat că % dintre aceștia prezentau modificări ale sedimentului urinar, % prezentau artralgie și % prezentau sindrom abdominal Simptomele inflamatorii, inclusiv febră și mialgie, sunt prezente la doar % dintre pacienți Purpura Henoch-Schonlein afectează în principal copiii și adolescenții, dar simptomele ei pot apărea la orice vârstă Principalul mecanism patogenetic în dezvoltarea acestei boli este sinteza IgA anormală, care are capacitatea de a se autoagrega Ca urmare, se observă depozite pronunțate de imunoglobulină polimerică și complement în mezangiul glomerulului și pereții vaselor mici ale rinichilor Detectarea CEC în această boală nu are caracter informativ Principala metodă de diagnosticare a purpurei Henoch-Schonlein este analiza biopsiilor tisulare cu imunofluorescență, care permite detectarea depozitelor de complexe imune O biopsie renală a evidențiat glomerulonefrită membranoasă cu depozite mezangiale de IgA și componenta complementului C Studiile de biopsie cutanată pot detecta depozite granulare de IgA în pereții vaselor dermei Cel mai adesea, vasculita leucocitoclastică pronunțată se observă în crioglobulinemia mixtă esențială asociată cu apariția în serul sanguin a crioglobulinelor de tip cu activitate RF Principala cauză a crioglobulinemiei esențiale este hepatita C, care este adesea subclinică Incidența crioglobulinemiei la pacienții cu hepatită C este de - % Persistența virusului hepatitei C în celulele sistemului reticuloendotelial duce la stimularea policlonală a sistemului imunitar și la sinteza de autoanticorpi În crioglobulinemia mixtă esențială, RF este aproape întotdeauna prezentă în crioprecipitat, de obicei la titruri mari Acest lucru permite detecția RF să fie utilizată ca metodă de screening pentru crioglobulinemie Cu crioglobulinemie esențială, există o leziune cutanată sub formă de purpură, localizată în principal pe pielea extremităților inferioare Semnul clinic clasic al crioglobulinemiei este triada Meltzer, care DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE include purpură, artralgie și slăbiciune, acestea fiind adesea unite de glomerulonefrită și neuropatie periferică Severitatea semnelor clinice nu depinde de conținutul absolut al crioglobulinelor, deoarece chiar și o cantitate mică de crioglobuline poate duce la simptome clinice caracteristice Dinamica conținutului de crioglobuline ne permite să evaluăm eficacitatea terapiei patogenetice în curs, care include medicamente imunosupresoare și antivirale Plasmafereza reduce cantitatea de crioglobuline, dar nu poate fi utilizată ca monoterapie În diagnosticul vasculitei imunocomplex, sunt utilizate și alte teste imunologice, inclusiv determinarea conținutului de imunoglobuline serice, componente ale complementului și reactanți de fază acută Valorile normale ale acestor teste nu exclud diagnosticul de vasculite imunocomplex Monitorizarea dinamicii conținutului CIC poate fi utilizată în evaluarea activității clinice a bolilor imunocomplexe, prin urmare, trebuie efectuată periodic, împreună cu determinarea VSH Proteina C-reactiva În LES și RA, conținutul CEC se corelează semnificativ cu activitatea procesului și poate fi utilizat pentru a monitoriza starea pacientului Concomitent cu conținutul CEC, este necesar să se efectueze teste care evaluează sistemul complement, cum ar fi CH , C și C Aportul de complement, împreună cu creșterea CEC, este un semn al activității continue a vasculitei complexului imun și necesită acțiune activă Diagnosticul leziunilor hepatice autoimune Deși boala hepatică autoimună (AWD) este mai puțin frecventă decât hepatita virală, posibilitatea de WLD trebuie luată în considerare la fiecare pacient care nu are markeri serologici ai hepatitei virale sau care prezintă o severitate a simptomelor clinice care nu este caracteristică tabloului clinic obișnuit al hepatita virala Un alt motiv pentru screening-ul pentru markerii serologici WGA este diagnosticul diferențial cu alte boli hepatice non-virale, inclusiv leziuni metabolice și cancere ale tractului biliar Principala metodă serologică de diagnosticare a WGA este considerată a fi NRIF folosind un "substrat triplu", care include criosecții ale ficatului-rinichiului-stomacului de șobolan În literatura străină, este adesea numit substrat LKS, după primele litere ale numelor englezești ale organelor "ficat-rinichi-stomac" Nu este neobișnuit ca vânzătorii să ofere toate cele trei substraturi NRIF într-o singură criosecție, facilitând vizualizarea reacțiilor pozitive Metoda combinată LXS-substrat face posibilă screening-ul celor mai obișnuiți autoanticorpi într-o singură reacție, prin urmare poate fi utilizat pentru examinarea inițială a pacienților cu diferite SIDA anticorpi la mitocondrii, anticorpi la LKM și anticorpi la celulele parietale gastrice Un alt motiv pentru utilizarea unui substrat combinat este comoditatea identificării autoanticorpilor Într-adevăr, anticorpii la mitocondrii și anticorpii la celulele parietale gastrice reacționează aproape identic cu mucoasa gastrică În același timp, anticorpii la mitocondrii reacționează cu celulele tubulare renale bogate în mitocondrii și hepatocitele, iar anticorpii la celulele parietale nu colorează aceste celule (Tabelele - ) Este recomandabil să se completeze testarea pentru substrat LKS cu alte teste serologice pentru detectarea autoanticorpilor (Fig - ) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Suspiciunea de boală hepatică autoimună nRIF pe substrat LKS + ANF pe celulele HEp Testare suplimentară pentru antigenele rare SlA/LP, LC , gp , PML, sp test ANCA AIH tip AIH tip PBC PSC Gastrita tip A APU A, ANF, SLA/LP, IgGAM LKM, LC ANF AMA M , ANFdr , PML sp ANCA ANF APCI, anticorpi anti-factor Castle Orez - Algoritm pentru examinarea pacienților cu suspiciune de boală hepatică autoimună Tabelul - Utilizarea criosecțiunilor de substrat IgS de țesut de șobolan în metoda de imunofluorescență indirectă pentru detectarea autoanticorpilor în bolile hepatice autoimune Boală Tip de autoanticorp Substrat tisular stomac rinichi ficat WGA, SLE sau alt AIS ANF Stralucirea nucleelor celulare Stralucirea nucleelor celulare Stralucirea nucleelor celulare Hepatită autoimună de tip Anticorpi anti-mușchi netezi (F-actină) Stralucire a laminei propria a mucoasei Stralucire a pereților vaselor de sânge și ai celulelor mezangiale Stralucirea pereților vaselor de sânge și ai canalelor hepatice Hepatită autoimună de tip (copilărie) Anticorpi la microzomii hepato-renichi (LKM) Fără colorare Fluorescența citoplasmatică a celulelor tubulare renale Radiația hepatocitelor centrilobulare Ciroză biliară primară Anticorpi la mitocondrie AMA-M Strălucire a citoplasmei celulelor mucoasei gastrice Strălucire a citoplasmei celulelor tubulilor rinichilor Strălucire în citoplasma hepatocitelor Gastrita autoimună (tip A) Anticorpi împotriva celulelor parietale gastrice Fluorescența citoplasmatică a celulelor mucoasei gastrice Fără colorare Fără colorare Hepatita autoimună (AIH) de tip este o boală rară cu o frecvență populațională de aproximativ , %, apare la persoanele cu vârsta cuprinsă între - de ani, purtătoare de HLA-S și DR , ceva mai des la femei Uneori, AIH apare împreună cu alte boli autoimune, inclusiv CU, RA, sindromul sec secundar* și poliendocrinopatia autoimună AIH de tip apare cu o activare policlonală pronunțată a sistemului imunitar, care apare într-un număr limitat de boli, inclusiv LES și SS Diagnosticul imunologic se bazează pe determinarea ANF, AGMA și a concentrațiilor serice crescute de IgG Deoarece acești markeri sunt cei mai des întâlniți, detectarea lor este denumită "triada de diagnosticare* a AIH" (Tabelele - ) DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Criterii de diagnostic pentru hepatita autoimună Criteriu Limită de diagnosticare Puncte ANF sau AGMA > : ANF sau AGMA sau LKM sau SLA" > : > : Identificat în ELISA sau blog online IgG (turbidimetrie) >Limita superioară a normalului pentru sistemul de testare utilizat IgG (turbidimetrie) > , peste limita superioară a normalului pentru sistemul de testare utilizat Histologie hepatică Hepatită comparabilă cu morfologia AIH RIG tipic Absența markerilor de hepatită virală Fără markeri Scor > - diagnosticul AIH este probabil Suma punctelor > - se stabilește diagnosticul de AIH - dacă cel puțin un autoanticorp este detectat într-un titru peste limita de diagnosticare, sunt atribuite puncte Tabloul clinic al acestei boli se dezvoltă treptat, cu apariția de amețeli, slăbiciune, pierderea poftei de mâncare, mialgii, icter și erupții cutanate Simptomele clinice sunt însoțite de o creștere semnificativă a activității transaminazelor și de imunoglobuline serice ridicate În tabloul histologic al AIH de tip , există infiltrare limfocitară a căilor porte, necroză în centrul lobulilor hepatici Se caracterizează printr-un curs cronic cu exacerbări frecvente, care, dacă nu sunt tratate, duc la dezvoltarea cirozei De obicei, AIH este controlată rapid și eficient de hormoni steroizi, așa că, dacă este diagnosticată precoce, are un prognostic bun Pe fondul terapiei imunosupresoare adecvate, titrurile de AGMA scad treptat, dar monitorizarea acestui indicator nu este recomandată PBC afectează femeile de ori mai des decât bărbații, incidența crescând odată cu vârsta Din cauza lipsei unei terapii eficiente și a progresiei rapide a bolii, CBP rămâne principala cauză a transplantului hepatic în țările europene La marea majoritate a pacienților cu CBP ( %), AMA-M direcționat către complexul de piruvat decarboxilază poate fi detectat în serul sanguin Un număr foarte mic de pacienți cu CBP sunt seronegativi, ceea ce face AMA una dintre cele mai fiabile metode de diagnosticare a acestei boli Acidul ursodeoxicolic (Ursofalk), care este utilizat pentru a trata PBC, reduce ușor titrurile AMA ANF se determină la - % dintre pacienții cu CBP, iar în / din cazuri are un tip caracteristic de luminescență de "puncte în nucleu" Antigenele acestui tip de ANF sunt antigenele proteice splOO și PML Colangita sclerozantă primară (PSC), spre deosebire de PBC, afectează predominant bărbații de vârstă mijlocie Adesea, colangita se dezvoltă pe fondul NUC, ceea ce face ca ambele boli să fie legate Ca și în cazul colitei ulcerative, ANCA se găsește în PSC, care poate fi detectată la - % dintre pacienți Pentru diagnosticul PSC, se poate utiliza detectarea ANF și ANCA, care sunt observate la - % dintre pacienți Utilizarea metodei NRIF pe un substrat LKS triplu face, de asemenea, posibilă detectarea cazurilor de gastrită autoimună, care este însoțită de endocrinopatii autoimune Detectarea anticorpilor la factorul Castle la un pacient cu un titru ridicat de anticorpi la celulele parietale ale stomacului poate indica un risc ridicat de dezvoltare a deficienței TA cu semne hematologice și neurologice caracteristice DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Diagnosticul serologic al bolii celiace Boala celiacă este o intoleranță mediată imun la cz-gliadină, o proteină care este principala proteină din glutenul de cereale Alături de deficitul de lactază și alergiile alimentare, boala celiacă este cea mai frecventă cauză a intoleranței alimentare Boala celiacă este însoțită de o serie de manifestări ale pielii, inclusiv dermatita herpetiformă Sensibilitatea ridicată a sistemelor de testare ELISA pentru detectarea anticorpilor la TSH a îmbunătățit semnificativ diagnosticul bolii celiace, în special al formelor sale asimptomatice Studiile populației au arătat că în nordul Europei , - % din populație a șters semnele acestei boli Într-adevăr, mulți pacienți cu boală celiacă nu au un tablou clinic tipic, incluzând diaree, creșterea formării de gaze, constipație, dar majoritatea problemelor sunt asociate cu malabsorbție, inclusiv deficit de fier, osteopenie, smalț slab al dinților și o serie de alte tulburări metabolice Cu o frecvență crescută, boala celiacă se observă la pacienții cu boli endocrine precum DZ I, tiroidita autoimună, precum și cu deficit selectiv de IgA și sindrom Down Pentru diagnosticul primar al bolii celiace, se recomandă detectarea combinată a anti-TSH din clasa IgA, precum și determinarea concentrației serice de IgA pentru identificarea persoanelor cu deficit de IgA Datorită specificității mai mari a AEA după un rezultat pozitiv al unui test IgA anti-TSH, este recomandabil să se determine AEA Un rezultat pozitiv la ambele teste este aproape % probabil să indice boala celiacă În cazul unui test AEA negativ, rezultatul este considerat discutabil și poate fi recomandată genotipizarea HLA-DQ / Determinarea anticorpilor la TSH din clasa IgG este recomandabilă numai la pacienții cu deficit de IgA, deoarece la persoanele cu un nivel normal de IgA în sânge, rezultatele acestui test nu sunt foarte specifice La majoritatea indivizilor cu predispoziție la boala celiacă, care nu se limitează la consumul de alimente care conțin gliadină, apariția anticorpilor la TSH are loc la vârsta de - ani Anticorpii anti-gliadină IgA/G rămân un test de rezervă datorită ratei lor ridicate de fals pozitive Una dintre opțiunile pentru utilizarea lor clinică poate fi diagnosticarea bolii celiace la vârsta mai mică de ani, înainte de formarea anticorpilor la TSH și AEA După evaluarea serologică la pacienții seropozitivi, trebuie efectuată o biopsie a intestinului subțire La un număr mic de indivizi cu anti-TSH și AEA, semnele de inflamație cronică pot fi absente, ceea ce stă la baza diagnosticului de "boală celiacă ascunsă" la ei și monitorizarea pe termen lung La majoritatea indivizilor seropozitivi, autoanticorpii pot fi detectați cu câțiva ani înainte de apariția simptomelor clinice O dietă fără gluten rămâne tratamentul principal pentru boala celiacă Respectarea lui pe parcursul anului duce atât la dispariția simptomelor, cât și la o scădere pronunțată a titrurilor de autoanticorpi Controlul terapiei dietetice este oarecum mai convenabil de efectuat cu ajutorul aTSH, deoarece testele au un rezultat cantitativ Actualitatea determinării anticorpilor din clasa IgG este dictată de incidența mare a bolii celiace la indivizii cu deficiență selectivă a producției de IgA În acest grup ( : - : din populație), producția de IgA este redusă sau absentă, deci este necesară determinarea anticorpilor din alte clase Dermatita herpetiformă este o boală asociată adesea cu boala celiacă Simptomul său principal sunt erupțiile veziculare pruriginoase pe suprafețele extensoare La efectuarea PRIF pe biopsiile de piele ale pacienților cu dermatită herpetiformă, se notează depuneri de IgA pe vertebre DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE atele de papile cutanate În serul sanguin al pacienților cu dermatită herpetiformă pot fi detectați toți anticorpii caracteristici bolii celiace, inclusiv gliadină, reticulină, endomisial și anticorpi la transglutaminaza tisulară diabet zaharat autoimun Prevalența diabetului în țările dezvoltate crește rapid Potrivit Federației Internaționale de Diabet (/G"D) de milioane ( , %) de adulți cu vârsta cuprinsă între și de ani au în prezent diabet și acest număr va crește la de milioane până în Cea mai mare prevalență a fost înregistrată în SUA ( , %) și Europa ( , %) Diabetul de tip II (DM II) reprezintă - % din toate cazurile de diabet Aproximativ de milioane de pacienți au diabet de tip I, inclusiv copii și adolescenți Aceste date determină marea importanță a diagnosticului de laborator și a stabilirii diagnosticului acestei boli grave Deși atenția principală se concentrează pe creșterea incidenței DZ II, în paralel crește și numărul de cazuri de DZ I Adesea, diagnosticul diferențial între DZ I și DZ II nu este o problemă Cu toate acestea, împreună cu manifestările tipice ale DM I sub forma unui debut acut și pierdere în greutate, o imagine ștearsă este observată mai des la persoanele supraponderale și la pacienții cu o dezvoltare lentă a simptomelor Răspândirea obezității în țările dezvoltate duce la o creștere a incidenței diabetului de tip II atât la adolescenți, cât și la copii De aceea, semnificația clinică a autoanticorpilor diabetici crește doar în timp Caracteristicile clinice ale DM I sunt rezultatul distrugerii mediate de autoimune a celulelor β fără deteriorarea vizibilă a celulelor insulelor endocrine vecine Până la începutul bolii, - % din celulele β au fost deja distruse În diabet, concentrațiile tuturor tipurilor de autoanticorpi sunt maxime până la momentul debutului clinic Incidența autoanticorpilor scade semnificativ în decurs de an de boală, în concordanță cu distrugerea progresivă autoimună a insulelor Fenomenul de dispariție a autoanticorpilor cu progresia bolii în diabetul zaharat este unic pentru toate SIDA, în care titrurile de autoanticorpi cresc de obicei odată cu activitatea și durata bolii Acest fenomen este prost înțeles și dispariția autoanticorpilor este greu de explicat Fără îndoială, o scădere a titrurilor AFC se caracterizează printr-o scădere a funcției reziduale a celulelor β În același timp, pe fondul bolii, capacitatea insulelor de a se autoregenera și de a sintetiza o cantitate mică de insulină endogenă în cursul bolii a fost demonstrată la majoritatea pacienților Diabetul autoimun are o componentă ereditară pronunțată Astfel, riscul de a dezvolta diabet la un geamăn identic este de %, riscul de a dezvolta diabet la o boală a unei rude apropiate este de % Utilizarea autoanticorpilor face posibilă clarificarea riscurilor de dezvoltare a bolii și stă la baza cercetărilor pentru prevenirea dezvoltării DM I Pentru a prezice dezvoltarea diabetului, se utilizează o determinare combinată a AFC, GDK , IA- și insulină Autoanticorpii împotriva autoantigenelor insulare au o specificitate de aproximativ % cu o sensibilitate de - %, în funcție de populația studiată și de vârstă Spre deosebire de alți autoanticorpi, incidența autoanticorpilor insulelor este mai mare la copii și adolescenți și scade semnificativ până la vârsta de de ani Peste % dintre copii au cel puțin un tip de autoanticorp la debutul diabetului, iar peste % dintre ei au mai multe tipuri de autoanticorpi Detectarea mai multor soiuri de autoanticorpi insulare la un copil prezice un risc de aproximativ % de a dezvolta DZ I în ani și % în ani Strategia de screening cea mai utilizată pentru a clarifica riscul la rudele unui pacient cu diabet de tip I - surori, frați și copii - este DI Al NOSTICILE BOLILOR AUTOIMUNE determinarea acestor din urmă autoanticorpi la GDK și IA- Dacă unul dintre aceste teste de screening este pozitiv, se determină anticorpii de insulină și autoanticorpii insulei, precum și toleranța la glucoză Această abordare face posibilă prezicerea dezvoltării DM I cu o acuratețe de % în decurs de - ani S-a demonstrat că rudele de gradul I pozitive pentru un singur autoanticorp au un risc de a dezvolta DM I de aproximativ - % în decurs de ani În studiul DPT- , % dintre rudele de gradul I care au dezvoltat DM I aveau unul sau mai mulți anticorpi, iar % aveau două sau mai multe tipuri de autoanticorpi Astfel, autoanticorpi detectați indică un risc pe ani de aproximativ %, iar autoanticorpi indică un risc de % pe ani de a dezvolta DM I Autoanticorpii insulare, determinați în timpul nașterii la femei, precizează riscul de a dezvolta DZ după naștere Riscul de DZ I după naștere crește progresiv de la % pentru un tip de autoanticorp la % pentru doi și în final la % pentru trei tipuri de autoanticorpi În stadiile incipiente ale bolii, sunt detectați anticorpi la GCD și insulină O metodă de cercetare de succes pentru prevenirea dezvoltării DM I nu a fost încă găsită Până în prezent, nu există rezultate de succes în tratamentul preventiv al DM I la om, în ciuda dezvoltării unui număr de metode eficiente în experimentele pe animale Cercetările sunt în curs de desfășurare care vizează prevenirea primară a diabetului la membrii apropiati ai familiei Lucrările în această direcție ar trebui să ajute, de asemenea, la identificarea factorilor de mediu și la propunerea de măsuri preventive pentru toate SIDA Poliendocrinopatie autoimună Poliendocrinopatia (PEP) este o combinație a unei endocrinopatii autoimune cu alta sau cu o boală autoimună asociată Există mai multe tipuri de DEA, care sunt uneori împărțite în DEA pentru copii (tipul ) și AED pentru adulți (tipurile și ) Baza NEP tipurile și este o combinație de insuficiență suprarenală cu boala tiroidiană sau diabetul zaharat I Cu toate acestea, I EEP și PEP diferă în funcție de vârsta de debut (înainte de și, respectiv, după de ani), combinații de sindroame si tipuri de mostenire Aceste boli sunt numite și sindroame Schmidt și Carpenter Cea mai frecventă, de tip , PEP include alte combinații de endocrinopatii între ele și endocrinopatii cu alte boli autoimune, cum ar fi boala celiacă, vitiligo, alopecia, gastrita autoimună YAG Este caracteristic că frecvența lor reală este de zece ori mai mare decât cea calculată, pe baza unei combinații aleatorii de endocrinopatii Astfel, incidența anticorpilor la tiroperoxidază la pacienții cu DZ I este de aproximativ %, cu un risc anual de apariție a tiroiditei - - % Pe lângă afectarea suprarenală, DM I și boala tiroidiană, PEP se caracterizează prin tabloul clinic al candidozei, hipoparatiroidismului și hipogonadismului Imunodeficiența, care duce la candidoza recurentă a mucoasei, debutează de obicei prima, după care se alătură hipoparatiroidismul Până la % dintre persoanele din populația europeană au PEP, predominant boala de tip Incidența maximă a AED și se încadrează în decada a -a- -a de viață și predomină la femei În PEP la adulți, debuturile endocrinopatiilor individuale pot fi separate de câțiva ani, ceea ce face diagnosticul clinic dificil Există o predispoziție ereditară pronunțată la dezvoltarea tuturor tipurilor de PEP, care este asociată cu genele de răspuns imun Deși PEP adult este poligenic, genele HLA joacă un rol major în moștenire DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE acestei boli Spre deosebire de forma adultă PEP tip este o boală monogenă cu un model de moștenire autozomal recesiv Cel mai adesea, sindroamele PEP sunt diagnosticate pe fondul DM I Dintre pacienții cu DM I, până la / dintre pacienți prezintă semne clinice ale unei alte boli endocrine sau autoimune Cele mai frecvente combinații de endocrinopatie sunt DZ I și tiropatiile ( %), tiropatiile, vitiligo și gastrita autoimună ( %) Mai puțin frecvente sunt combinațiile de DM I și vitiligo, tulburările tiroidiene și insuficiența suprarenală, hipogonadismul și alopecia și, în cele din urmă, DM și insuficiența suprarenală Diagnosticul sindroamelor PEP se bazează pe examinarea serologică și evaluarea funcției glandelor endocrine corespunzătoare Detectarea autoanticorpilor la pacienți, precum și la rudele acestora cu orice formă de endocrinopatie, face posibilă prezicerea dezvoltării bolii și clarificarea grupurilor de risc Retestarea la fiecare - ani oferă suficientă încredere Lista markerilor serologici pentru uz clinic este prezentată în tabel - Tabelul - Examen de laborator pentru poliendocrinopatie autoimună Boală Autoantigen Țesut/substrat celular Alte teste Diabet zaharat de tip HDK, IA- , insulina, celule r AFC Glucoza a jeun Gușă toxică difuză RPG Thyrocytes PG, T liber Tiroidită TPO, TG Tirocite TSH, Td liber Hipoparatiroidism Receptor dependent de Ca Glanda paratiroidă Hormon paratiroidian Insuficiență suprarenală Р С , Р СІ , P SCC Cortex suprarenal Cortizol de dimineață, ACTH Hipogonadism P C , P SCC celule Leydig/theca FSH, LH, testosteron Gastrita autoimună N* K+-ATPaza Celulele parietale gastrice Vitamina B , fier, grasime Anemia pernicioasă Castle factor Proteine Vitamina B ?, fier Boala celiacă Transglutaminază tisulară, α-gliadină Intestin subțire, esofag Endoscopie cu biopsie a mucoasei Hepatita autoimună F-acgin LKM- Ficat/rinichi/stomac ALT, DST, GGTP, bilirubină Alopecia Tirozin hidroxilaza foliculi de par - Vitiligo tirozinaza Melanocite ale pielii - Notă TSH - hormon de stimulare a tiroidei, ACTH - hormon adrenocorticotrop, FSH - hormon de stimulare a foliculului, LH - hormon de luteinizare, G TP - γ-glutamat transpeptidaza Diabetul debutează la insuficiență suprarenală Este recomandabil să se examineze copiii cu DZ I pentru prezența anticorpilor la transglutaminaza tisulară și endomisium pentru a clarifica prezența unei forme subclinice de boală celiacă În caz de insuficiență suprarenală, este recomandabil să repeți testarea pentru anticorpi împotriva TPO, GDKA , AOK Dacă este detectat un autoanticorp la antigenele insulare, poate fi recomandat un test de toleranță la glucoză chiar dacă glicemia a jeun este normală Incidența anticorpilor la celulele parietale ale stomacului se observă la pacienții cu tiroidită și este de - %, ceea ce face posibilă utilizarea acestui test pentru screeningul PEP la pacienții cu endocrinopatii autoimune DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Boli neurologice Pentru diagnosticul imunologic al bolilor care afectează diferite părți ale sistemului nervos, se utilizează o gamă largă de teste (Tabelele - ) MS și alte leziuni demielinizante ale SNC sunt cauzate de o reacție imună care are loc dincolo de bariera histohematogenă În acest caz, răspunsul imun are loc local, ceea ce face imposibilă detectarea acestuia în sângele periferic În această boală, există o sinteză crescută de imunoglobuline în spatele barierei histohematice, în plus, imunoglobulinele nou sintetizate dobândesc proprietăți noi, în primul rând, devin oligoclonale, ceea ce le deosebește de imunoglobulinele policlonale sintetizate în mod normal sau în timpul unui răspuns inflamator acut Detectarea IgG oligoclonale în LCR permite diagnosticul diferențial al bolilor demielinizante ale sistemului nervos central Analiza imunologică a LCR stă la baza diagnosticării proceselor inflamatorii din spatele barierei hemato-encefalice Tabelul - Diagnosticul bolilor neurologice autoimune Encefalita paraneoplazica Anticorpi la Hi, Yo- , Ri, Ma , CV , amfifizina Leziuni demielinizante ale SNC IgG oligoclonale în LCR și ser Leziuni demielinizante ale nervilor Anticorpi la gangliozide CM GQ h GD h Polinevrita AN(r) dsDNA, ANCA, AKLA, crioglobuline Polimiozită ANF, line blot prin anti-Jol, RNP, PM-Scl, Mі , Ku Miastenia gravis Anticorpi anti-mușchi scheletici Anticorpii la neuroni se găsesc în circulația sistemică în leziunile paraneoplazice rare ale SNC În acest caz, din cauza reacției încrucișate, răspunsul imun sistemic antitumoral afectează țesutul nervos O altă variantă a autoanticorpilor direcționați împotriva componentelor țesutului nervos sunt anticorpii la gangliozide Distrugând teaca de mielină a nervilor, acestea duc la dezvoltarea polioadiculoneuropatiei demielinizante și a polinevritei periferice Când se examinează pacienții cu polinevrită, testele imunologice trebuie utilizate pentru a diagnostica DBT și vasculită, deoarece bolile reumatice debutează adesea cu o imagine de mono- sau polinevrita periferică Miastenia gravis este o afecțiune neuromusculară în care autoanticorpii la AHR și alți antigeni ale mușchilor scheletici duc la transmiterea neuromusculară afectată Spre deosebire de miastenia gravis, în miopatiile inflamatorii, în circulație pot fi detectate o serie de AHA Boli de piele Dintre afecțiunile autoimune cu leziuni cutanate se pot distinge grupe principale (Tabelele - ): boli sistemice cu leziune cutanată predominantă, reacții împotriva antigenelor intraepidermice, dermatoze buloase cu reacții împotriva antigenilor membranei bazale ale pielii, boli cu reacții împotriva antigenelor dermice DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Clasificarea autoanticorpilor în leziunile cutanate asociate cu boli autoimune Forma Formă nosologică Principalele autoantigene SIDA sistemice cu leziune cutanată predominantă LES, forme dermice ale ADNdc CV, nucleozomi, Sm, SS-A ( și kDa), SS-B, U,-RNP, C q, fosfolipide Dermatomiozita ARNt sintetazei (Jo- și altele), Mi- , Ku Scleroza sistemică CENT-B Scl- , PM-Scl Vasculita Crioglobuline, PR , MRO, RF, zndoteliocigie, etc AJUTOR cu răspuns împotriva antigenelor intraepidermice Pemfigus vulgaris Desmogleine Pemfigus foliaceus Desmogleins Pemfigus IgA Desmogleine și , desmocolină Vitiligo VIT , tirozinaza AJUTOR cu un răspuns împotriva antigenelor membranei bazale ale pielii Pemfigoid bulos, pemfigoid mucoas, herpes de sarcină kDa proteină (BPAG ) și kDa proteină (BPAG ) Eritem multiform Desmoplakins I și II AJUTOR cu răspuns împotriva antigenelor dermice Epidermoliza buloasă Colagenul VII și lamina-a, Dermatita herpetiformă Transgulaminaza epidermică, gliadină, zndomisium Notă BPAG • antigen pemfigoid bulhus (ing ) - antigen pemfigoid bulos Datorită suprafeței mari a pielii și a patului vascular bogat, leziunile cutanate apar în multe SIDA și vasculite Pielea este adesea afectată în lupus sclerodermie, dermatomiozită și vasculită Apoptoza celulelor pielii este unul dintre inductorii reacțiilor autoimune asociate cu formarea ANA De aceea, majoritatea soiurilor de ANA în bolile sistemice sunt asociate cu diverse manifestări ale pielii Un grup mare de boli de piele sunt dermatoze veziculoase Împărțirea în pemfigus (pemfigus) și pemfigoid se bazează pe localizarea veziculelor în grosimea epidermei sau de-a lungul membranei bazale, ceea ce determină o serie de fenomene morfologice și clinice caracteristice acestor boli Dermatozele buloase cu veziculare subepidermică includ, de asemenea, eritemul multiform, epidermoliza buloasă și herpesul gestațional care este manifestarea cutanată a bolii celiace O altă boală autoimună, însoțită de un răspuns imun izolat împotriva celulelor epiteliale este vitiligo Autoanticorpii se găsesc în toate SIDA cu leziuni cutanate, ceea ce determină semnificația lor în diagnostic Compoziția laboratorului și a examinării clinice a pacienților cu boli de piele ar trebui să includă o biopsie a pielii cu RIF direct (priF) Datorită ușurinței de obținere a materialului și a unei structuri morfologice clare, studiul depozitelor de imunoglobuline și factori de complement în biopsiile cutanate este foarte informativ și ar trebui efectuat împreună cu un studiu serologic PRIF-ul probelor de biopsie cutanată neafectată în diagnosticul dermatozei cu vezicule are o sensibilitate de aproape % și reprezintă standardul de aur al examinării Este foarte informativ, deoarece vă permite să detectați modificările caracteristice principalelor SIDA ale pielii Sunt examinate depozitele preexistente de imunoglobuline și complement în structurile pielii Spre deosebire de evaluarea morfologică a elementului eruptiv prin microscopie cu lumină, PRIF necesită o zonă cu morfologia pielii complet conservată Se recomandă efectuarea unei biopsii folosind "pumpoane" dermatologice de unică folosință cu diametrul de - mm, atunci când se utilizează defectul cosmetic mini DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE mic Biopsia este livrată la laborator într-un mediu special de transport Michaelis care conține stabilizatori de imunoglobuline Examenul imunofluorescent al unei biopsii cutanate poate detecta anticorpi la contactele intercelulare (pemfigus/membrană bazală (pemfigoid, pemfigoid de sarcină, dermatoză liniară IgA, pemfigoid mucoasă, epidermoliza buloasă) principalele constatări diagnostice la biopsia cutanată sunt enumerate în tabelele - Tabelul - Principalele fenomene de diagnostic în timpul reacției de imunofluorescență directă a unei biopsii de piele Structura pielii Forma depunerilor Id Boala Epidermă Depozite intercelulare de Idb și rupturi în straturile superioare Pemfigus foliaceus Depozite intercelulare de IgG și rupturi în straturile profunde Pemfigus vulgaris Depozite intercelulare IdA Dermatoza pustuloasa intraepidermica Fluorescența nucleelor celulare AHA ip vivo Joncţiunea dermo-epidermică Depozite liniare de pemfigoid IgG Depuneri de IgA liniară Pemfigoid liniar de IgA Depozite pe fața epidermică cu pemfigoid cu despicare salină, eritem multiform Depuneri pe partea dermică în digestia salină Epidermoliza buloasă Depozite granulare de toate clasele, mai des IgM "lupus streak" în LES Depozite granulare de IgA în papilele pielii Dermatita herpetiformă Vasele dermei IgA-depuneri în pereții vaselor Shenlein-Henoch purpura Depozite de IgG în pereții vaselor Vasculite cutanate, crioglobulinemie, boli sistemice CONCLUZIE Închiderile imunologice de laborator acoperă întregul spectru de probleme clinice legate de problemele de diagnostic, terapie și prognostic ale bolilor autoimune (Tabelele - ) Cu toate acestea, niciun test, atât clinic, cât și de laborator, nu poate fi luat în considerare izolat, izolat de tabloul general clinic și de laborator al bolii Informația și fiabilitatea datelor testelor imunologice depind în mare măsură de interacțiunea dintre clinician și lucrătorul de laborator Medicul trebuie să cunoască elementele de bază ale metodelor de laborator, dezavantajele și avantajele acestora O relație strânsă între clinician și medicul de diagnostic de laborator clinic poate îmbunătăți acuratețea diagnosticelor, poate identifica "punctele slabe" ale serviciului de laborator și poate contribui la eliminarea acestora Numai cooperarea activă cu laboratorul imunologic poate oferi clinicianului rezultate de testare fiabile și informate și poate crește eficacitatea utilizării acestora în practica clinică DIAGNOSTICUL BOLILOR AUTOIMUNE Tabelul - Aplicații clinice ale testelor de laborator imunologice Sarcină clinică Test de probă Screening pentru boala autoimuna ANF Confirmarea diagnosticului Determinarea ACCP în irtrită Determinarea prognosticului bolii Studiul spectrului ANA în bolile sistemice Risc de dezvoltare a bolii Determinarea anticorpilor la antigenele celulelor insulare la rudele pacienților cu diabet zaharat de tip Controlul activității bolii ANCA în vasculita granulomatoasă Dovezi pentru terapie pentru prevenirea exacerbărilor Monitorizarea titrurilor de anticorpi anti-dsDNA la pacienții cu LES Monitorizarea eficacității terapiei imunosupresoare Modificări ale proteinei C reactive, VSH, biomarkeri Diagnosticul diferențial al exacerbarii bolii de bază și a complicațiilor concomitente Componentele complementului, proteina C reactivă, procalcitonina Capitolul Imunohematologie Imunohematologia este studiul antigenelor celulelor sanguine și al anticorpilor împotriva acestora Celulele sanguine și plasma sunt caracterizate printr-o mare varietate de antigene: antigene ale leucocitelor, trombocitelor, eritrocitelor, neutrofilelor, proteinelor plasmatice; Setul fiecărei persoane este strict individual Prin urmare, în situațiile clinice care implică posibilitatea contactului unei persoane cu antigenii altor persoane străine de el, sunt necesare cunoștințe imunohematologice Compatibilitatea antigenică trebuie luată în considerare în transfuziologie la transfuzia de sânge sau hemocomponente în transplantologie - în timpul transplantului de organe și țesuturi, în obstetrică - în timpul sarcinii Nu există indivizi absolut identici (excepția este gemenii identici), prin urmare, orice transfuzie, transplant, sarcină este însoțită de sensibilizarea anumitor antigeni Rezultatul final al sensibilizării este producerea de anticorpi la antigeni străini Interacțiunea dintre anticorpi și antigene duce la activarea, inactivarea sau moartea celulelor purtătoare de antigene corespunzătoare Manifestările clinice ale unor astfel de reacții sunt reacțiile și complicațiile post-transfuzie, respingerea transplantului, boala hemolitică a fătului și a nou-născutului și alte afecțiuni patologice În acest sens, implementarea oricărui tip de terapie hemocomponentă sau transplant alogen de organe și țesuturi ar trebui să fie însoțită de teste de sânge imunohematologice adecvate ale donatorilor și primitorilor Aceleași studii trebuie efectuate în timpul fiecărei sarcini și naștere pentru sângele mamei și al copilului Este imposibil să se determine spectrul complet de antigene ale celulelor sanguine, ceea ce limitează testarea imunohematologică a sângelui donator și primitor, care include doar acele antigene și anticorpi, a căror semnificație clinică nu poate fi neglijată În primul rând, acestea sunt antigene eritrocitare, a căror incompatibilitate poate provoca grave conflicte hemolitice - mamă-făt sau primitor-donator IMUNOHEMATOLOGIE Antigene eritrocitare Studiul antigenelor eritrocitare și analiza proprietăților imunogene au arătat capacitatea lor diferită de sensibilizare în timpul transfuziilor sau în timpul sarcinii Aranjând frecvența de apariție a anticorpilor la antigenele eritrocitare în ordine descrescătoare, am obținut o scală pentru imunogenitatea antigenelor eritrocitare, care poate fi numită și scară prioritară pentru antigenele eritrocitare periculoase pentru transfuzii În prezent, scara, luând în considerare doar principalele antigene semnificative clinic ai sistemelor ABO, Rhesus și Kell, este următoarea: A, B> D> K> c> C M E> e SISTEME AVO Sistemul ABO este format din două componente principale - antigenele A și B, prezentați pe eritrocite atât unul câte unul și împreună - grupele A (II), B (III), AB (IV); absența antigenelor de pe membrana eritrocitară este indicată prin simbolul "O" - grupa ( ) O proprietate unică a sistemului ABO este prezența a anticorpi normali la antigenele lipsă Acești anticorpi sunt numiți izohemaglutinini anti-A, anti-B (sau denumirea învechită ai| ) Combinația de antigene A și B de pe eritrocite și de anticorpi împotriva acestora în serul uman determină apartenența acesteia la cele patru grupe sanguine principale (Tabelul - ) Tabelul - Principalele grupe sanguine umane ale sistemului ABO Grupa sanguină a sistemului ABO Antigenele sistemului ABO Anticorpii sistemului ABO A B Antn-A Anti-B A (P) + - - + B (III) - + + - AB (IV) + + - - ( ) - - + + Antigenele A și B sunt structuri eterogene care determină prezența unui număr mare de variante de antigene ale sistemului ABO Astfel, structura antigenului A este descrisă prin mai mult de de opțiuni: Ar A , A, A A , Ax, Aend etc Doar unele dintre variantele enumerate ale antigenului pot fi prezentate pe eritrocite; în acest caz, este posibil să se dezvolte anticorpi pentru părțile lipsă ale mozaicului antigenic Partea A este cea mai imunogenă; atunci când este detectat pe eritrocitele umane, se vorbește despre a doua grupă de sânge A (P) sau a patra AB (IV) Diagnosticul subgrupului A este posibil numai atunci când se utilizează un reactiv special - anti-Ag În cazurile de prezență a antigenului A fără detectarea variantei Aj - o variantă generalizată A , notată cu subgrupa A (II) sau respectiv A B (IV), Anticorpii detectați la părțile lipsă ale antigenului A(AX) se numesc extraglutinine și sunt desemnați ca anti-Aj sau o, Posibila prezență a extraglutininei anti-A la primitorii cu subgrupa A determină numirea hemocomponentelor cu excluderea obligatorie a antigenului A Recipienților cu A (II) li se prescriu hemocomponente care conțin eritrocite din grupa ( ) și primitorilor cu AEV ( IV) - grupa B (III) sau ( ) Dacă este imposibil să alegeți hemocomponentele indicate, transfuzia de mediu care conține eritrocite din grupa sanguină A (II) sau AV/DV) se efectuează numai folosind metoda de selecție individuală Sistemul Rhesus Sistemul este format din de antigene, fiecare dintre ele având o semnificație clinică diferită Există cei mai importanți antigeni ai sistemului Rh (Rh): D, C, c, E, e Cel mai puternic imunogen al sistemului este antigenul D Termenii "Rh-pozitiv" și "Rh-negativ" se referă la prezența sau absența IMUNOHEMATOLOGIE antigenul D de pe membrana eritrocitară a unui individ Prevalența antigenului Rh(D) în populația europeană este de % Populația Rh(D)-negativă a Rusiei este de % Datorită faptului că antigenul D al sistemului Rhesus are proprietăți antigenice puternice, determinarea lui este obligatorie atât pentru donatori, cât și pentru primitorii de hemocomponente, împreună cu determinarea grupei sanguine ABO Spre deosebire de sistemul ABO, anticorpii nu sunt produși în mod normal împotriva antigenelor lipsă din sistemul Rhesus (inclusiv antigenul D) Pentru producerea de anticorpi, celulele sistemului imunitar trebuie neapărat să intre în contact cu un antigen străin (sensibilizare), ceea ce este posibil cu transfuzia de sânge incompatibil cu acest antigen sau cu o sarcină în conflict cu antigen La contactul repetat cu antigenul care a provocat sensibilizarea, se produc anticorpi, ducând la complicații hemolitice grave post-transfuzie și la boli hemolitice ale fătului și nou-născutului Recipienții cu antigen D sunt de obicei transfuzați cu hemocomponente Rh(D)-pozitive, deși, ținând cont de toate antigenele semnificative clinic ai sistemului Rhesus (C, c, E, e), este posibil să se utilizeze și Rh(D)- medii de transfuzie negative Pentru a preveni imunizarea și complicațiile severe ulterioare, primitorilor Rh(D) negativ li se prescriu transfuzii numai cu hemocomponente Rh(D) negative În ciuda faptului că definiția antigenului D în practica clinică a fost folosită de mult timp, în unele cazuri pot apărea dificultăți De obicei, astfel de abateri în definiția antigenului D sunt desemnate prin termenul special D'J Principalele motive pentru apariția antigenului Du: imperfecțiunea reactivilor și a metodelor de determinare, eterogenitatea determinată genetic a antigenului Epitopi ai antigenului D normal: nou-născuți; <> pacienţi din spitalele de pediatrie; ❖ femeile însărcinate, femeile în travaliu, femeile în curs de naștere; ❖ destinatari cu antecedente de transfuzii multiple: <> pacienţi cu transfuzie ineficientă de hemocomponente care conţin eritrocite; ■о pacienţi ai spitalelor hematologice şi oncologice; ❖ pacienţii din secţiile de hemodializă; ❖ receptorii de organe și țesuturi Selecția individuală se efectuează din probe de sânge de la donator compatibile cu primitorul în ceea ce privește grupa sanguină (ABO), afilierea Rh (D), negativă pentru antigenul la care anticorpii au fost detectați la pacient în momentul de față sau mai devreme Examinarea probelor de sânge ale donatorilor și primitorilor atunci când se efectuează selecția individuală într-un laborator specializat: ❖ redeterminarea grupului (ABO) și afilierei Rh (D); ❖ screening-ul și identificarea anticorpilor aloimuni antieritrocitari la primitor; testul de compatibilitate a serului de sânge (plasma) și a eritrocitelor primitorului din fiecare probă de sânge a donatorilor de hemocomponenti într-un test indirect de antiglobulină (NAHT) pentru a detecta incompatibilitatea cauzată de anticorpi semnificativi clinic IMUNOHEMATOLOGIE Rezultatele studiilor sunt înregistrate în jurnalul de selecție individuală a sângelui Răspunsul se emite pe un formular de selecție individuală cu indicarea obligatorie a numelui, prenumelui și patronimului, grupa sanguină (ABO), afilierea Rh (D), specificitatea anticorpilor identificați și detectați anterior ai primitorului De asemenea, reflectă informații despre numere de identificare, grupe de sânge (ABO), afiliere Rh (D) și fenotip pentru antigenul corespunzător din toate probele de sânge ale donatorilor de hemocomponente selectate, cu indicarea obligatorie a metodelor de selecție individuală, data și semnătura medicul care a efectuat studiul Pentru transfuzii se folosesc doar hemocomponente compatibile cu antigenele eritrocitare Incompatibilitatea în timpul selecției individuale este o contraindicație pentru transfuzia unui hemocomponent de la acest donator Forma de selecție individuală este transferată la unitatea sanitară împreună cu hemocomponenta și lipită în istoricul medical al primitorului în timpul transfuziei acestei hemocomponente Înainte de transfuzia de hemocomponente conform selecției individuale, medicul care efectuează transfuzia trebuie să determine grupa sanguină a donatorilor și a primitorului După ce s-a asigurat că se potrivesc cu datele din istoricul medical și cu formularul individual de selecție, medicul efectuează un test biologic de compatibilitate și efectuează transfuzia de hemocomponente STUDII DE LABORATOR ÎN REACȚII POST TRANSFUZIE DE TIP HEMOLITIC Studiile de laborator în cazul suspiciunii de complicație post-transfuzională (PTO) ar trebui să urmărească, pe de o parte, confirmarea diagnosticului unei reacții hemolitice, pe de altă parte, identificarea cauzelor și selectarea hemocomponentelor compatibile pentru transfuziile ulterioare Primul grup include teste care confirmă hemoliza: determinarea concentrației de hemoglobină și hematocrit Indicatori ai hemolizei intravasculare acute - hemoglobinurie, hemoglobinemie și hiperbilirubinemie datorată bilirubinei neconjugate Al doilea grup de teste are ca scop clarificarea cauzei incompatibilității imunohematologice care a dus la PTO Aici, este necesară o examinare amănunțită a probelor de sânge de la donator și primitor, iar pentru primitor, o probă de sânge prelevată înainte de transfuzie este studiată suplimentar În toate cele trei probe de sânge, afilierea de grup (ABO) și Rh (O) sunt redeterminate, fenotiparea eritrocitelor, screening-ul și identificarea aloanticorpilor Pentru aceste studii, este utilizată NAHT, o reacție indirectă Coombs În plus, se efectuează un test direct de antiglobulină (PAGT, test Coombs direct) din proba de sânge a unui pacient după transfuzie; studiul este utilizat pentru detectarea anticorpilor sau a componentelor complementului fixate pe suprafața globulelor roșii Un test Coombs direct este indicat pentru urmatoarele afectiuni: hemoliza autoimuna; boala hemolitică a nou-născutului; anemie hemolitică imună medicamentoasă; ❖ reacții hemolitice post-transfuzie și complicații Pentru a determina specificitatea anticorpilor, se folosește un eluat de pe suprafața eritrocitelor sensibilizate Dacă în proba de sânge a pacientului prelevată înainte de transfuzie se găsesc anticorpi, specificitatea acestora coincide cu cea obținută în eluat, iar pacientul nu are antigenul (sau antigenii) la care sunt detectați anticorpii, atunci diagnosticul de PTO este confirmat iar cauza este stabilită (specificitatea antigenului) Dacă se suspectează o complicație post-transfuzie de tip hemolitic, pentru transfuziile ulterioare, trebuie selectat un astfel de destinatar IMUNOHEMATOLOGIE utilizați hemocomponente care conțin eritrocite numai prin selecție individuală într-un test indirect de antiglobulină (reacție Coombs indirectă) cu excluderea obligatorie a unui antigen din sângele donatorului - cauza PTO, CONDIȚII PATOLOGICE IMUNOHEMATOLOGICE Diagnosticul de laborator al bolii hemolitice a fătului și nou-născutului Boala hemolitică a fătului sau a nou-născutului este o afecțiune patologică cauzată de incompatibilitatea mamei și a fătului (nou-născut) pentru antigenele eritrocitare O astfel de incompatibilitate poate fi cauzată de aproape orice antigen moștenit de copil de la tatăl biologic, cu condiția ca mama să nu aibă acest antigen Producerea de anticorpi (cu excepția anticorpilor la antigenele sistemului ABO) are loc atunci când un antigen străin intră în contact cu celulele sistemului imunitar al mamei, ceea ce este posibil doar în timpul sarcinii sau transfuziei În acest caz, sensibilizarea are loc în timpul primei sarcini (transfuzie), iar anticorpii sunt produși la contactul repetat cu acest antigen Din acest motiv, prima sarcină se desfășoară de obicei fără semne clinice de conflict Mecanismul de imunizare cu un antigen străin mamei este declanșat ca urmare a hemoragiilor transplacentare, care sunt caracteristice oricărei sarcini și de obicei nu depășesc ml O cantitate suficientă de sânge fetal pentru imunizare poate intra în sângele mamei în momentul nașterii sau în timpul procedurilor de distrugere a fătului Riscul de imunizare este mare în cazul amniocentezei sau cordocentezei În procesul de dezvoltare intrauterină, antigenele eritrocitare se formează destul de devreme; Astfel, antigenele sistemului ABO al fătului sunt complet formate până în a -a- -a săptămână de sarcină Cu incompatibilitatea cu antigenele sistemului ABO, boala hemolitică a nou-născutului poate apărea chiar și în timpul primei sarcini datorită faptului că anticorpii împotriva acestor antigene sunt prezenți în mod constant în sângele mamei Boala hemolitică a fătului este cel mai probabil să aibă un conflict mamă-făt pe antigenul Rhesus D Incompatibilitatea cu alți antigeni ai epitrocitelor se caracterizează prin dezvoltarea bolii hemolitice a nou-născutului Tabloul clinic al bolii este determinat de intensitatea hemolizei eritrocitelor Fătul dezvoltă anemie hemolitică, în cazuri severe ducând la insuficiență cardiacă, hidropizie și moarte intrauterină O scădere a hematocritului într-o probă de sânge fetal la % sau mai puțin, precum și o combinație de alte criterii pentru evaluarea stării sale - o indicație pentru transfuzia intrauterină de hemocomponente care conțin eritrocite În acest caz, eritrocite spălate, leucofiltrate și iradiate de grupa ( ) sunt selectate pentru transfuzie antigene eritrocitare compatibile cu serul matern într-un test indirect de antiglobulină Dacă este necesar, astfel de transfuzii se repetă la fiecare - săptămâni Hiperbilirubinemia la făt, de regulă, nu are loc, deoarece bilirubina traversează liber placenta și este excretată de corpul mamei La nou-născut, dimpotrivă, hiperbilirubinemia este cea mai periculoasă, deoarece poate duce la encefalopatie bilirubinică În caz de incompatibilitate pentru antigenele eritrocitare, imediat după naștere, se determină imediat după naștere grupa sanguină (ABO), apartenența Rh (B), nivelul hemoglobinei și bilirubinei din sângele ombilical După o transfuzie de schimb intrauterin, apartenența Rh a sângelui unui nou-născut poate fi determinată ca Rh (D)-negativ datorită prezenței în fluxul sanguin a unui număr mare de eritrocite donatoare transfuzate Cu eritrocite ale unui nou-născut IMUNOHEMATOLOGIE test Coombs direct; cu un test pozitiv, se determină către ce anticorpi antigeni eritrocitari sunt direcționați În caz de hiperbilirubinemie (nivel de bilirubină mai mare de µmol/l la termen și - µmol/l la prematuri), se utilizează fototerapie și schimb transfuzie Pentru terapia cu lumină, se folosește un spectru ultraviolet, care contribuie la conversia bilirubinei în produse solubile în apă Globulele roșii acoperite cu anticorpi în unele cazuri sunt distruse lent, ceea ce poate duce la anemie în absența hiperbilirubinemiei, chiar și la - săptămâni de la naștere Boala hemolitică a nou-născutului cauzată de incompatibilitatea pentru antigenele sistemului ABO poate apărea chiar și la un copil născut din prima sarcină Uneori icterul apare în prima zi de viață, iar hemoliza este mai accentuată decât cu incompatibilitatea pentru antigenele sistemului Rhesus Testul Coombs direct cu eritrocite neonatale este negativ sau slab pozitiv Anticorpii eluați din eritrocitele nou-născuților aglutinează eritrocitele donatorilor cu grupele sanguine A (II) sau B (III) și AB (IV) Într-un frotiu de sânge al unui nou-născut, sunt detectate sferocite, uneori eritrocite fragmentate Boala hemolitică a nou-născutului, cauzată de incompatibilitatea cu antigenele sistemului ABO, poate fi dificil de distins de microsferocitoza ereditară Dacă este necesară o transfuzie de schimb, atunci se folosesc hemocomponente din grupa O (I) care conțin eritrocite selectate individual în funcție de serul sanguin al mamei și plasmă din grupa AB (IV) Tratamentul intensiv precoce reduce riscul de complicații Riscul imunizării cu antigenul Rhesus D în timpul sarcinii este redus semnificativ dacă o mamă Rh negativă fără anticorpi este injectată cu imunoglobulină anti-Rhesus (E) În primul rând, este prescris la sfârșitul celui de-al doilea trimestru de sarcină, a doua oară - în primele de ore după nașterea unui copil Rh-pozitiv Imunoglobulina Rh trebuie, de asemenea, administrată după avort și amniocenteză Studiile imunohematologice în obstetrică și neonatologie joacă un rol important atât în asigurarea siguranței tratamentului hemocomponent cât și în diagnosticarea proceselor hemolitice Implementarea lor corectă și în timp util va completa și confirma diagnosticul clinic și, de asemenea, vă va permite să controlați adecvarea măsurilor terapeutice Toate gravidele trebuie să fie supuse unor studii imunohematologice de rutină pentru a identifica un conflict în antigenele eritrocitare între mamă și făt, pentru a determina riscul de apariție a bolii hemolitice a fătului și a nou-născutului și posibila prevenire a sensibilizării Rh Determinarea grupei sanguine conform sistemului ABO prin metoda încrucișării și accesoriile Rh (O) se efectuează de două ori în timpul sarcinii (Fig - ) Asigurați-vă că identificați variante slabe ale antigenului O (Du) Dacă sunt detectate variante slabe ale antigenului Du, afilierea Rh a femeilor însărcinate este considerată negativă, dar numirea imunoglobulinei anti-Rhesus (D) este contraindicată Screeningul anticorpilor aloimuni la antigenele eritrocitare se efectuează, indiferent de apartenența Rh a femeii însărcinate, cel puțin dată pe trimestru Screeningul aloanticorpilor anti-eritrocitari se realizează printr-un test indirect antiglobulină (reacție Coombs indirectă) Screeningul anticorpilor este obligatoriu înainte de a prescrie imunoglobulinei anti-Rhesus Rh(D)-negative femeilor, atât în timpul sarcinii, cât și după naștere și avort Imunoglobulina anti-Rhesus (D) este contraindicată atunci când sunt detectați anticorpi specifici anti-D Detectarea aloanticorpilor anti-eritrocitari este o indicație pentru determinarea titrului acestora și prescrierea de studii repetate (cel puțin o dată pe lună) în timpul sarcinii pentru a determina dinamica titrurilor de anticorpi și pentru a prezice dezvoltarea bolii hemolitice a fătului și a nou-născutului Dacă se constată incompatibilitate de sânge IMUNOHEMATOLOGIE numele și tatăl biologic al copilului prin antigeni ai sistemului ABO și există indicii ale prezenței unei boli hemolitice a nou-născutului conform sistemului ABO în anamneză, este recomandabil să se determine titrurile de anticorpi imunitari (IgG) a sistemului ABO în dinamică după o schemă similară (vezi Fig - ) Este important de luat în considerare că boala hemolitică a nou-născutului cu incompatibilitate conform sistemului ABO este caracteristică nu numai nou-născuților din mamele din grupa O (I), ci și din mamele din grupele A (I) și B (III) În caz de incompatibilitate, când mama și tatăl au grupa A (II) și B (III), se constată prevalența unor grade severe de boală hemolitică a nou-născutului, necesitând transfuzie substitutivă urgentă pentru tratament Prezența aloanticorpilor antieritrocitari este un semn al unui posibil conflict între mamă și făt în ceea ce privește antigenele eritrocitare, iar o creștere a titrului de anticorpi cu o anumită specificitate în timp indică cel mai probabil un conflict imunologic în timpul acestei sarcini În acest caz, este necesar să se ia în considerare nu valoarea absolută a titrului de anticorpi, ci doar dinamica Titrul de anticorpi este ultima diluție a serului în care sunt detectați anticorpi În consecință, astfel de diluții obținute în diferite laboratoare și prin diferite metode pot varia semnificativ Aceasta depinde în primul rând de sensibilitatea și specificitatea metodelor de laborator utilizate Puteți compara doar valorile titrului obținute prin aceeași metodă de determinare, dar ținând cont de faptul că o anumită eroare se poate afla în eroarea metodei Din acest motiv, o schimbare semnificativă a valorii titrului este considerată a fi scăderea sau creșterea acestuia cu mai mult de doi pași Dacă sunt detectați anticorpi aloimuni, la efectuarea transfuziilor de substituție este necesară o selecție individuală de antigene eritrocitare pentru gravidă și făt (nou-născut) Dacă sunt necesare transfuzii intrauterine, pentru făt sunt selectate hemocomponente care conțin eritrocite din grupa O (I), compatibile în selecția individuală pentru antigenele eritrocitare cu serul mamei, Orez - Screening de anticorpi prenatal IMUNOHEMATOLOGIE chiar dacă s-a efectuat un test preliminar de grup sanguin (ABO) pe o probă de sânge fetal obţinută prin cordocenteză Anticorpii sistemului ABO la nou-născuți pot fi parțial sau complet absenți În aceste cazuri, concluzia despre apartenența la grup se face de către antigenele eritrocitelor Nu se efectuează verificarea subgrupului de antigen A la copiii sub luni Dacă la nou-născuți sunt detectate variante slabe ale antigenului A, hemocomponentele care conțin eritrocite fără antigenul A sunt selectate pentru transfuzie Pentru a evita erorile în determinarea grupului (ABO) și a afilierii Rh a nou-născuților dintr-o probă de sânge din cordonul ombilical, este necesar să se excludă himerismul pentru antigenele eritrocitare (prezența a două populații de eritrocite, dintre care una aparține mamei și altele la copil) Dacă se detectează himerism, determinarea trebuie repetată dintr-o probă de sânge prelevată direct de la nou-născut Determinarea anticorpilor fixați pe eritrocite (testul Coombs direct) se efectuează la nou-născuții cu suspiciune de boală hemolitică Un test Coombs direct pozitiv confirmă conflictul hemolitic, dar un rezultat negativ nu îl exclude Screeningul anticorpilor aloimuni la antigenele eritrocitare se realizează pentru a stabili cauzele bolii hemolitice și pentru a dezvolta recomandări precise pentru selectarea hemocomponentelor pentru posibile transfuzii În același timp, este necesar să se determine anticorpii din serul sanguin al mamei Detectarea aloanticorpilor antieritrocitari este o indicație pentru determinarea specificității (identificarea) a acestora În acest caz, nou-născutul are nevoie de o selecție individuală de eritrocite pentru transfuzii de substituție pe baza serului mamei și a propriului ser sanguin Anemii hemolitice imune Durata normală de viață a globulelor roșii este de - de zile Cu hemoliza asociată cu deteriorarea celulelor roșii din sânge, aceasta este scurtată Cauzele hemolizei pot fi atât defecte eritrocitare, cât și influențe externe Diagnosticul anemiei hemolitice se bazează pe o combinație de date clinice și parametri de laborator: conținutul de hemoglobină; hematocrit: număr de reticulocite; morfologia eritrocitelor; concentrația de bilirubină, haptoglobină; activitatea lactat dehidrogenazei; determinarea duratei de viață a eritrocitelor Studiile imunohematologice ajută la determinarea dacă hemoliza este de natură imunitară și, dacă este confirmată, atribuie anemia imună unui anumit tip Hemoliza imună este cauzată de producerea de anticorpi la antigenele eritrocitare, urmată de distrugerea eritrocitelor prin fagocitoză sau prin activarea complementului Hemoliza imună poate fi cauzată de anticorpi atât de natură alogenă, cât și autologă și, în unele cazuri, de anticorpi la medicamente Alte cauze de hemoliză care sunt importante în diagnosticul diferenţial al anemiilor hemolitice imune: defecte congenitale ale membranei eritrocitare; deteriorarea mecanică a globulelor roșii (de exemplu, cu microangiopatie); infecții; deficiență congenitală a enzimelor eritrocitare (hemoglobinopatii) Exemple tipice de anemii hemolitice aloimune sunt reacțiile post-transfuzie și complicațiile de tip hemolitic, boala hemolitică a fătului și a nou-născutului Anemiile hemolitice autoimune sunt boli în care autoanticorpii la antigenele membranei eritrocitare scurtează viața atât a eritrocitelor proprii, cât și a celor transfuzate Motive pentru producerea de autoanticorpi la eritrocite: o fixarea unei haptene (de exemplu, un medicament) sau a antigenelor cu greutate moleculară mare (de exemplu, bacteriene) pe eritrocite; ❖ disfuncție a supresoarelor T: imunohematologie &d ❖ modificări ale structurii antigenelor eritrocitare; <> reacții încrucișate între antigenele bacteriene și eritrocitare; ❖ disfuncția limfocitelor B caracteristice hemoblastozelor și colagenozelor În funcție de autoanticorpii anti-eritrocitari, se disting trei grupe ale acestei boli: anemie hemolitică autoimună caldă, boala aglutinină rece și hemoglobinurie paroxistică nocturnă În diagnosticul de laborator al proceselor autoimune, studiile imunohematologice legate de identificarea și caracterizarea autoanticorpilor joacă un rol important Aceste studii, desigur, nu pot explica natura aloimunizării, dar au fost utilizate cu succes de mulți ani împreună cu datele clinice pentru a determina tipul de anemie hemolitică autoimună și pentru a selecta tacticile optime de tratament În tabel - sintetizează principalele tipuri de studii imunohematologice utilizate pentru diagnosticarea hemolizei autoimune Tabelul - Caracteristicile imunohematologice ale anemiei hemolitice autoimune Tip de masterat de anemie hemolitică autoimună boala termica a aglutininelor reci hemoglobinurie paroxistica nocturna Temperatura optimă pentru detecția in vitro °C CC - °C - fixarea anticorpilor; °C - hemoliză Clasa de imunoglobuline Predominant IgG, rar IgA, IgM idm IgG Rezultatul PAGT IgG, mai rar sz SZ Specificitatea antigenelor față de care sunt detectați anticorpi ai sistemelor Rhesus, Kell, LW, U, Epa, Wrb și p Tip de anticorp Incomplet Mai des policlonale, mai rar monoclonale Aglutinine, uneori hemolizine Monoclonal în forma primară a bolii, policlonal în secundar Hemolizine bifazice Policlonale Cele mai caracteristice caracteristici imunohematologice Prezența auto și aloanticorpilor Dificultăți în selecția individuală a eritrocitelor Aglutinarea spontană la rece a eritrocitelor într-o probă de sânge Anticorpi Donat-Landsteiner STUDII DE LABORATOR IMUNOHEMATOLOGICE Metode pentru studiul antigenelor eritrocitare și anticorpilor antieritrocitari La efectuarea studiilor imunohematologice este obligatoriu controlul zilnic al calității intralaborator, precum și participarea la controlul extern al calității studiilor efectuate Determinarea grupei sanguine conform sistemului ABO Reacție directă cu anticorpi monoclonali (seruri izohemaglutinante) IMUNOHEMATOLOGIE Metoda de încrucișare cu anticorpi monoclonali (seruri izohemaglutinante) și eritrocite standard Ap B, Reacție directă și/sau încrucișată în testul cu gel Reacția directă și/sau încrucișată în tehnologia microplăcilor Definiția afilierii Rh (antigenul D) Reacție de aglutinare directă cu anticorpi monoclonali anti-D Reacția cu reactivul universal anti-rhesus (D) Reacție de conglutinare cu soluție de gelatină % Test cu antiglobulină indirectă (reacție Coombs indirectă) Reacția cu anticorpi monoclonali în testul pe gel Reacția cu anticorpi monoclonali în tehnologia microplăcilor Tiparea antigenelor eritrocitare Reacție de aglutinare directă cu anticorpi monoclonali de specificitate adecvată Reacție de conglutinare cu soluție de gelatină % și anticorpi cu specificitate adecvată Test cu antiglobulină indirectă (reacție Coombs indirectă) Reacția cu anticorpi monoclonali în testul pe gel Reacția cu anticorpi monoclonali în tehnologia microplăcilor Screening pentru anticorpi aloimuni anti-eritrocitari Test cu antiglobulină indirectă (metoda cu tub sau gel) cu un panou de eritrocite standard, format din cel puțin trei tipuri de celule, tipizate pentru toți antigenele semnificative clinic Nu este permisă utilizarea unui grup (amestec) de probe aleatorii de eritrocite pentru screeningul anticorpilor antieritrocitari Identificarea anticorpilor aloimuni anti-eritrocitari Test cu antiglobulină indirectă (metoda tubului sau gelului) cu un panou de eritrocite standard, format din cel puțin zece tipuri de celule tipizat pentru toți antigenii semnificativi clinic Tiparea antigenului (sau antigenelor) eritrocitelor primitorului, la care se presupune că sunt detectați anticorpi Identificarea anticorpilor este considerată completă dacă rezultatele reacțiilor cu un grup de eritrocite corespund rezultatelor fenotipării eritrocitelor din proba de sânge studiată Determinarea anticorpilor imunitari ai sistemului ABO Test cu antiglobulină indirectă (tehnică cu tub sau gel) cu eritrocite tip Ax și/sau B tip standard după distrugerea anticorpilor naturali cu soluție % de unithiol sau încălzire la °C Definiţia autoantibodies Test direct cu antiglobulină (metoda tubului sau gelului) CARACTERISTICI IMUNOHEMATOLOGICE ALE TERAPIEI CU CONCENTRAT DE trombocite Trombocitele sunt purtători de antigene din sistemul ABO, sistemul HLA (Nshman Leucocyte Antigens) clasa I, precum și antigenele plachetare specifice ale sistemului HPA (Hitap Platelet Antigens) Sistemul HLA uman este un complex de molecule de glicoproteine care sunt exprimate pe suprafața majorității celulelor nucleate; este cel mai polimorf dintre toate sistemele antigenice cunoscute Antigenele HLA sunt localizate IMUNOHEMATOLOGIE pe glicoproteinele membranei celulare codificate de gene strâns legate situate în segmentul p al brațului scurt al cromozomului Complexul este format din mai multe clase împărțite în peste de loci (gene și pseudogene), dintre care sunt direct asociate cu transplantul Locii codifică aproximativ de alele din clasele I și II Antigenii HLA joacă un rol critic în reglarea răspunsului imun la antigenele străine și sunt ei înșiși antigeni puternici În prezent, două nomenclaturi ale sistemului HLA sunt utilizate pe scară largă: cea veche se bazează pe rezultatele reacțiilor imunologice, precum tiparea serologică sau cultura mixtă de leucocite și vitro; cel nou folosește date biologice moleculare privind secvențele de nucleotide specifice în alele Nomenclatura imunologică include numele sistemului (HLA); locusul căruia îi aparține acest antigen este notat cu majuscule ale alfabetului latin (A, B, C, DR, DP, DQ); numărul denotă antigenul însuși (HLA-A,, HLA-EL) Este foarte greu de găsit un donator care să fie pe deplin compatibil cu primitorul în ceea ce privește antigenele sistemului HLA, deoarece numărul de combinații alcătuit din peste de antigene din această familie este extrem de mare Probabilitatea de a găsi un donator complet compatibil variază de la : la : , în funcție de prevalența unui anumit antigen HLA Probabilitatea de a selecta un donator pe deplin compatibil dintre frați este de : ; acest lucru se datorează faptului că genele HLA sunt moștenite în conformitate cu legile lui Mendel Sistemul NRA este dialel; are alele "a" și "b" și constă din loci - HPA-l-HPA- w, , w În prezent, structura moleculară a tuturor celor de gene HPA incluse în noua nomenclatură a fost studiată, în timp ce au fost descoperite doar de antigene de sistem HPA Acest lucru se datorează faptului că doar antigenele alele rare "b"; antiserurile nu au fost încă obținute pentru antigenele frecvente ale alelei "a" Descifrarea structurii moleculare a genelor HPA a devenit posibilă prin utilizarea metodei reacției în lanț a polimerazei (PCR) Diferențele populației umane în antigenele sistemelor HLA și HPA contribuie la aloimunizarea pacienților în timpul tratamentului transfuzional cu componente sanguine, în principal trombocite Transfuzia de concentrat de trombocite este o metodă eficientă de tratament și prevenire a complicațiilor hemoragice cauzate de scăderea numărului de trombocite din sângele periferic din cauza aplaziei hematopoiezei sau a disfuncției acestora Absența creșterii trombocitelor corectate post-transfuzie la ore după transfuzia lor se numește refractaritate Refractaritatea se poate datora atât cauzelor imunologice, cât și neimunologice Refractaritatea non-imunologică este asociată cu un consum crescut de trombocite, alimentate inadecvat în timpul transfuziei lor, care apare cu sângerări de diferite localizări, febră, tromboflebită, sepsis, splenomegalie Refractaritatea imunologică la transfuzii de concentrat de trombocite se datorează anticorpilor produși ca urmare a incompatibilității pentru antigenele sistemelor ABO, HLA și HPA de către primitori ca răspuns la transfuzia cu antigenele donatorilor corespunzători Aloimunizarea pacienților, fiind cauza principală a dezvoltării reacțiilor imunologice de tip nehemolitic, inclusiv refractaritatea imunologică, poate duce la o lipsă completă a efectului clinic din transfuzia de trombocite Din fericire, starea de refractare imunologică apare rar IMUNOHEMATOLOGIE Principala metodă de prevenire este respectarea principiului compatibilității concentratului de trombocite cu receptorul conform sistemului ABO În acest caz, este, de asemenea, de dorit să se țină cont de afilierea Rh (II) a sângelui din care au fost obținute trombocitele Prezența impurităților eritrocitare în tromboconcentrat poate duce la aloimunizare și producerea de anticorpi la antigenul D Antigenii sistemului HLA joacă cel mai mare rol în dezvoltarea refractarității Se crede că apariția semnelor de refractare în timpul transfuziei de trombocite compatibile ABO se datorează în primul rând aloanticorpilor specifici anti-HIA (A) sau (B) În același timp, furnizarea primitorului cu un concentrat de trombocite de la donatori compatibile cu acești antigeni face posibilă obținerea efectului dorit din transfuzii Destul de des, este întâlnită și aloimunizarea combinată cu antigene ale sistemelor HLA și HPA Doar o mică parte din dezvoltarea refractarității imunologice la transfuziile concentrate de trombocite aparține incompatibilității antigenelor plachetare din sistemul HPA însuși Datorită dificultății de selectare a donatorilor compatibili în dezvoltarea refractarității la transfuziile concentrate de trombocite, este recomandabil să se efectueze tipărirea HLA și HPA planificată a donatorilor de trombocite pentru a crea bănci de date Astfel de date sunt uneori singura modalitate prin care un pacient cu boală refractară poate găsi un donator compatibil de concentrat de trombocite Capitolul Citokinele în diagnosticul de laborator CONCEPTE GENERALE DESPRE CITOKINE Citokine - polipeptide endogene și mediatori proteici ai interacțiunii intercelulare care reglează dezvoltarea embrionară, unele funcții fiziologice normale ale organismului, reacții de protecție în timpul introducerii agenților patogeni și în timpul dezvoltării tumorilor (formarea de procese alergice, autoimune și alte procese imunopatologice și restaurarea țesuturilor deteriorate în timpul leziunilor De aceea este complet evident că reglarea citokinelor este de mare importanță atât în condiții normale, cât și în cele patologice Se cunosc peste de substanțe individuale aparținând familiei de citokine: interferoni, interleukine cu stabilitate istoric numere de serie, factori de stimulare a creșterii și a coloniilor, chemokine, mediatori din grupul factorului de necroză tumorală, factori de creștere transformanți și alte câteva molecule Doctrina citokinelor Doctrina modernă a citokinelor are patru surse independente Prima și cea mai importantă sursă este doctrina limfokinelor Această direcție a fost dezvoltată în mod activ la mijlocul anilor , când s-a demonstrat că proteinele produse de limfocite reglează creșterea și funcția diferitelor leucocite Studiul limfokinelor a început cu studii care demonstrează capacitatea supernatantilor recoltați din limfocite sensibilizate după ce au fost stimulați cu un antigen specific de a inhiba migrarea macrofagelor normale Factorul responsabil pentru aceasta a fost numit factor inhibitor al migrației macrofagelor Ulterior, a fost introdus termenul "limfokină", adică factori celulari solubili care sunt produși de limfocitele sensibilizate în timpul interacțiunii lor cu un antigen specific și sunt responsabili de dezvoltarea reacțiilor imunologice mediate celular Un exemplu de limfokină clasică ar fi interleukina- (IL- ), care joacă un rol central în reglarea creșterii și funcției celulelor T Se demonstrează apoi că limfocitele pot produce ■ AY tg: CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR unul sau mai mulți factori mitogeni pentru alte limfocite Astfel, celulele mononucleare umane activate de mitogeni produc un factor care susține creșterea limfocitelor T Acest factor este cunoscut în prezent ca IL- Cu toate acestea, curând a devenit clar că monocitele sunt și o sursă de proteine (monokine) care pot modula funcțiile leucocitelor Prima citokină de origine monocite-macrofag este factorul de necroză tumorală (TNF) Pe lângă efectul citotoxic direct asupra unor celule tumorale și vitro, TNF are multe alte efecte biologice asupra diferitelor leucocite și celule ale țesuturilor Printre primele citokine de origine monocitară, a fost descris factorul de activare a limfocitelor, cunoscut acum ca interleukina- (IL- ) Alți cercetători au descris același factor sub denumiri precum proteină mitogenă, pirogen leucocitar, pirogen endogen, factor de activare a celulelor B, mediator leucocitar endogen etc A doua sursă este doctrina interferonilor Interferonul a fost descris pentru prima dată ca un factor care este produs de celulele induse de virusuri capabile să inducă rezistență celulară la infecțiile virale Apoi a fost descoperită proteina care inhibă virusul (interferări gamma - IFNy) produs de limfocitele T activate de mitogeni IFNy produs de celulele T și celulele natural killer este complet diferit ca structură de familia mare de IFNa/P produs de multe celule diferite: monocite, celule natural killer, limfocite B, diferite celule non-hematopoietice Interferonii au fost identificați ca factori în creșterea și diferențierea celulelor sistemului imunitar și a celulelor altor sisteme ale corpului uman Ca urmare, granița dintre limfokine/monokine și interferoni a devenit neclară, astăzi este clar că interferonii sunt citokine A treia sursă sunt factorii de creștere a celulelor hematopoietice (factori de stimulare a coloniilor; factori de stimulare a coloniilor - LCR) Funcția lor principală este de a asigura proliferarea și diferențierea celulelor hematopoietice, iar denumirea reflectă capacitatea de a forma colonii granulocitare sau monocitare Acești factori reglează și unele dintre funcțiile celulelor mature, estompând granițele dintre ele și limfokine/monokine În cele din urmă, a patra sursă o reprezintă factorii de creștere ai celulelor nehematopoietice: factorul de creștere produs de trombocite (factor de creștere derivat din trombocite - PDGF), factori de creștere epidermici (factor de creștere epidirmal - EGF) și fibroblasti (factor de creștere fîbrobtast - FGF), care transformă factor de creștere (factorul de creștere transformator | - TGFp) După cum sa menționat mai sus, limfokinele sunt produse ale limfocitelor sensibilizate atunci când sunt expuse la un antigen specific Cu toate acestea, în legătură cu asta că, în timp, capacitatea de a produce factori similari a fost găsită în alte tipuri de celule, termenul "limfokine\u e" a fost propus să fie înlocuit cu "citokine" În plus, în , la a doua întâlnire internațională privind limfokinele, termenul "interleukine" a fost aprobat pentru proteinele solubile care asigură interacțiunea între diferite populații de leucocite Ca prim pas, Reuniunea a adoptat IL- și IL- care înainte avea multe nume diferite În ciuda faptului că multe citokine aparțin familiei interleukinelor, unii factori își păstrează vechile nume reflectând doar una dintre funcțiile acestor agenți pleiotropi: LCR, IFN, TNF etc Astfel, citokinele sunt proteine reglatoare secretate de leucocitele din sânge și de alte celule ale corpului uman, ale căror efecte pleiotrope includ reglarea celulelor sistemului imunitar și modularea răspunsului inflamator CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Citokinele au o serie de caracteristici biochimice și funcționale comune care le deosebesc de alte clase de molecule reglatoare, dintre care următoarele sunt considerate cele mai importante: proprietăți biochimice caracteristice (citokinele sunt proteine sau polipeptide cu o greutate moleculară de până la kDa), manifestarea activității biologice în concentrații de picograme, lipsa specificității tisulare și antigenice, pleiotropia și interschimbabilitatea acțiunii biologice, transmiterea semnalului prin interacțiunea cu receptori celulari specifici, formarea unei rețele de citokine În acest sens, citokinele pot fi izolate într-un nou independent sistem de reglare care există împreună cu sistemele nervos și endocrin pentru menținerea homeostaziei, în plus Toate cele trei sisteme sunt strâns interconectate și interdependente Trăsăturile caracteristice ale citokinelor • Practic, citokinele sunt proteine simple sau glicoproteine cu o greutate moleculară de până la kDa; doar unele citokine sunt oligomeri cu greutate moleculară mare • Producția de citokine este reglată de diverși inductori la nivelul transcripției sau translației • Producția de citokine este de scurtă durată și aria de acțiune este de obicei scurtă (de obicei autocrină sau paracrină, dar nu endocrină) • Citokinele își realizează efectele prin receptori specifici de mare afinitate cu Kd= ?- M • Fenotipic, acţiunea citokinelor duce la creşterea (sau scăderea) vitezei de proliferare celulară, la modificarea diferenţierii celulare şi la manifestarea diferitelor funcţii ale celulelor somatice • Deși gama de efecte biologice ale diferitelor citokine poate varia, majoritatea citokinelor vizează celulele hematopoietice În tabel - prezintă trăsăturile distinctive ale hormonilor și citokinelor Tabelul - Caracteristici distinctive ale hormonilor și citokinelor Hormonul I caracteristic citokine Celule producătoare Specializate Diverse tipuri de celule Efecte specifice fiecărui hormon Citokinele diferite din punct de vedere structural au efecte biologice similare Celulele țintă Strict definite Diferite tipuri de celule pentru o citokină Raza de acțiune Mare (tip de acțiune endocrin) Scurtă (tip de acțiune autocrină sau paracrină) După cum rezultă din cele de mai sus, citokinele și hormonii au multe în comun, dar există diferențe semnificative între ele Hormonii clasici sunt produși de celule specializate: de exemplu, insulina este produsă de celulele ale pancreasului, hormonul de creștere este produs de glanda pituitară, hormonul paratiroidian este produs de glandele paratiroide și așa mai departe Citokinele, dimpotrivă, sunt secretate de celule mai puțin specializate În plus, diferite tipuri de celule pot sintetiza aceeași citokină De exemplu, ÎL- este produs de monocite, macrofage, celule mezangiale, celule natural killer (celule NK), limfocite T și B, neutrofile, celule endoteliale, celule musculare, fibroblaste, astrocite, celule microgliale Cu toate acestea, există și excepții: IL- , IL- și limfotoxina sunt produse exclusiv de limfocitele T Una dintre principalele diferențe dintre citokine și hormoni este că citokinele similare structural au efecte biologice fundamental diferite (de exemplu, TNF-a și TNF- ; CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR IL-ip și IL-lp) În plus, aceeași citokină prezintă multiple efecte biologice asupra diferitelor celule țintă (Tabelul - ) Tabelul - Principalele caracteristici ale acțiunii citokinelor Comentarii despre caracteristici Pleiotropie Majoritatea citokinelor au multe celule țintă Redundanța efectelor O citokină are multiple efecte biologice Sichergism/antagonism Influența simultană a două sau mai multe citokine asupra celulelor poate duce la efecte calitativ diferite Cascada de citokine Citokinele pot crește (sau scădea) producția altor citokine Modularea receptorilor Citokinele pot crește (sau scădea) expresia receptorilor pentru alte citokine În ciuda unor diferențe, citokinele, factorii de creștere și hormonii formează o familie mare de molecule de semnalizare extracelulare cu un mecanism de acțiune similar Astfel, receptorii pentru anumite citokine și hormoni [IL- , IL- , IL- , IL- , IL- , IL- , factor de stimulare a coloniilor de granulocite-macrofage (GM-CSF), stimulator de colonii de granulocite factor (G-CSF), eritropoietina, prolactina, hormonul de creștere] au o structură similară Omologia structurală a fost de asemenea descrisă pentru receptorii PDGF și a factorului de stimulare a coloniilor de macrofage (M-CSF) Mai mult, mecanisme similare asigură transmiterea semnalului de la receptori (la hormoni, factori de creștere, citokine) la nucleul celular și conduc la efecte biologice similare Rolul citokinelor în reglarea funcțiilor corpului poate fi împărțit în componente principale: • reglarea embriogenezei, depunerea și dezvoltarea organelor, inclusiv a organelor sistemului imunitar; • reglarea funcţiilor fiziologice normale individuale; • reglarea reacțiilor de protecție ale organismului la nivel local și sistemic; • reglarea proceselor de regenerare tisulară Expresia genică a citokinelor individuale are loc în mod specific în anumite etape ale dezvoltării embrionare Factorii de celule stem, factorii de creștere transformanți, citokinele familiei TNF și chemokinele reglează diferențierea și migrarea diferitelor celule și formarea organelor sistemului imunitar După aceasta, sinteza unor citokine poate să nu se reia, în timp ce altele continuă să regleze procesele fiziologice normale sau să participe la dezvoltarea reacțiilor de protecție În ciuda faptului că majoritatea citokinelor sunt mediatori inductibili tipici și nu sunt sintetizate de celulele din afara răspunsului inflamator și răspunsului imun în perioada postnatală, unele dintre aceste substanțe nu se încadrează sub această regulă Ca urmare a exprimării constitutive a genelor, unele dintre ele sunt sintetizate în mod constant și sunt în circulație în cantități suficient de mari, reglând proliferarea și diferențierea tipurilor individuale de celule de-a lungul vieții Un exemplu de acest tip de reglare fiziologică a funcției de către citokine ar fi un nivel ridicat persistent de eritropoietină și unele LCR pentru a asigura hematopoieza Citokinele reglează în primul rând dezvoltarea reacțiilor locale de apărare în țesuturi care implică diferite tipuri de celule sanguine, endoteliu, țesut conjunctiv și epiteliu La nivel de țesut, citokinele sunt responsabile de dezvoltarea inflamației și apoi de regenerarea țesuturilor Odată cu dezvoltarea unei reacții inflamatorii sistemice (răspuns în fază acută), citokinele afectează aproape toate organele și sistemele corpului implicate în reglarea homeostaziei Intrarea citokinelor în circulație înseamnă cu siguranță că locurile CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Ț Dacă sistemul de apărare nu a reușit să facă față agentului patogen, este necesară includerea unui răspuns inflamator sistemic pentru a preveni răspândirea acestuia și dezvoltarea sepsisului Reglarea reacțiilor de apărare a organismului de către citokine are loc nu numai în cadrul sistemului imunitar, ci și la nivelul întregului organism, unde citokinele comunică între sistemele imunitar, nervos, endocrin, hematopoietic și alte sisteme și servesc la implicarea lor în organizare şi reglarea unei singure reacţii de apărare Citokinele joacă un rol cheie în reglarea imunității înnăscute Citokinele nu au o importanță mai mică în formarea și dezvoltarea reacțiilor imunității specifice, asociate în primul rând cu reglarea proliferării și diferențierii limfocitelor T și B Acum nu există nicio îndoială cu privire la împărțirea populației de limfocite T în două clase fundamental diferite: T-helper și limfocite T citotoxice Datorită studiilor suplimentare ale funcțiilor limfocitelor T helper activate de antigen, s-a dovedit că această populație de celule este, de asemenea, eterogenă și poate fi împărțită în subclase în funcție de activitatea funcțională Această activitate este asociată în principal cu citokinele sintetizate S-a dovedit că ajutoarele T diferă unele de altele tocmai în setul de citokine produse Activarea Th care secretă IL- și IFNy duce la stimularea, în principal, a funcțiilor limfocitelor T și macrofagelor și la dezvoltarea unui răspuns de tip celular, în timp ce sinteza Th IL- , IL- , IL- și IL- stimulează predominant imunitatea umorală Apărarea organismului împotriva agenților patogeni intracelulari are loc prin formarea imunității celulare dependente de Th , în timp ce agenții patogeni extracelulari sunt neutralizați și eliminați din organism datorită imunității umorale susținute de Th Direcția de diferențiere dependentă de antigen a limfocitelor T helper depinde de prezența în spațiul intercelular a citokinelor sintetizate în principal de celulele prezentatoare de antigen și de determinarea modului de diferențiere a limfocitelor T naive activate de antigen în diferite tipuri de clone Th La om, au fost descrise cel puțin tipuri de clone Th, dintre care clonele ThI și Th corespund aproape complet clonelor similare de limfocite T de șoarece Diferențierea Thl este indusă de IL- , care este sintetizată de macrofage și celule dendritice după interacțiunea structurilor moleculare ale agenților patogeni cu receptorii toll-like ai acestor celule IL- interacționează cu receptorii săi ThO specifici și declanșează activarea unei căi de semnalizare care implică factorul de transcripție T-bet, care este principala moleculă intracelulară pentru diferențierea ThI Th se diferențiază în principal sub acțiunea IL- , care poate fi sintetizată de bazofile și mastocite ca răspuns la pătrunderea alergenilor în țesuturi, precum și sub acțiunea citokinei TSLP (limfopoietina stromală timică), sintetizată prin epiteliu celulele din piele și plămâni și activând funcțiile celulelor dendritice mieloide (DC), care la rândul lor activează Th În mod interesant, IL- sintetizată cu Th este un factor major în determinarea diferențierii celulelor T CD * (CD-cluster de diferențieri) naive stimulate de antigen în Th Studiul activării limfocitelor T umane a condus la apariția unui model mai complex de dezvoltare a clonelor Th S-a dovedit că IL- , o altă citokină din familia IL- , este responsabilă pentru diferențierea unui tip special de clone Th care produc IL- și numite Th Împreună cu IL- , IL- , IL- lo şi IL-lp Citokinele din familia IL- stimulează sinteza unui număr de citokine proinflamatorii de către macrofage și astfel sporesc răspunsul inflamator cauzat inițial de agentul patogen CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR nawana Recent, au fost descrise de asemenea clone umane Th care se diferențiază sub acțiunea celui de-al treilea membru al familiei IL- , IL- , și sintetizează predominant IL- Semnificația diferențierii acestor clone la întâlnirea unui antigen poate sta în reglarea negativă a activării clonelor Thl, Th și Thl și în suprimarea oricărui tip de reacție inflamatorie În plus, există clone Pt legate de limfocitele T reglatoare care apar în mod natural care exprimă markerii de suprafață CD , CD și factorul de transcripție FuxP Diferențierea acestui tip de Th pare să se producă în timus sub influența limfopoietinei stromale timice secretate de celulele epiteliale din zona medulară a timusului, precum și a IL- sintetizată atât în timus, cât și la periferie, deși finalul claritatea modelului de diferențiere a limfocitelor T reglatoare sunt absente METODE DE EVALUAREA FUNCȚIONĂRII SISTEMULUI DE CITOKINE Studiul sistemului de citokine, atât vivo, cât și in vitro, se realizează în funcție de sarcinile specifice cu care se confruntă laboratorul și include următoarele abordări principale • Analiza genetică pentru absența mutațiilor în genele citokinelor, receptorii acestora și proteinele sistemelor de semnalizare intracelulară care declanșează sinteza și transmiterea semnalului • Analiza polimorfismului genelor citokinelor • Studiul expresiei genelor citokinelor • Studiul nivelului de producție de citokine de către celulele din cultură • Determinarea concentraţiilor de citokine în fluide biologice • Studiul sintezei citokinelor la nivelul celulelor individuale • Studiul sintezei citokinelor în țesuturi Toate metodele de mai sus pot fi împărțite în trei grupuri principale, care au apărut în următoarea ordine odată cu dezvoltarea cercetărilor privind sistemul citokinelor și dezvoltarea abordărilor metodologice în general: ) metode de evaluare a activității biologice a citokinelor; ) metode imunochimice; ) metode biologice moleculare metode biologice Primele experimente care au dus la descoperirea și caracterizarea inițială a citokinelor au fost legate de studiul activității lor biologice Deci, pe baza studiului activității antivirale în culturi de fibroblaste infectate cu virus, a fost descoperit interferonul Fără îndoială, metodele biologice de măsurare a nivelului de citokine sunt foarte valoroase pentru cercetători Aceste metode se caracterizează printr-o sensibilitate destul de ridicată și, din punct de vedere biologic, sunt mai corecte, deoarece măsoară doar formele biologic active de citokine și, prin urmare, reflectă cel mai adecvat activitatea sistemului de citokine gp vivo În acest sens, deja în primii ani ai studiului citokinelor, au fost dezvoltate mai multe teste folosind culturi de celule primare pentru a evalua o varietate de funcții biologice Cu toate acestea, determinarea activității biologice a citokinelor folosind culturi de celule primare nu a îndeplinit una dintre cerințele principale - standardizarea metodelor de analiză De aceea, în curând pentru testarea biologică a multor citokine cultivate pe termen lung CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR linii celulare transformate care au răspuns la acțiunea citokinelor prin modificarea proliferării, diferențierii sau activității funcționale (Tabelul - ) Cu toate acestea, în toate cazurile, standardizarea este asigurată prin compararea activității biologice a citokinei studiate cu standardele internaționale de referință emise de Laboratorul Internațional de Standarde Biologice OMS de la Institutul Național pentru Standardizare și Control Biologic (Marea Britanie), care produce și distribuie pe solicita mostre standard de citokine umane caracterizate prin activitate biologica Tabelul - Linii celulare și culturi de celule primare pentru evaluarea activității biologice a citokinelor (Meager, , cu adăugiri) Citokine Linii celulare Originea țesutului Activitate Metoda de EVALUARE Alte citokine active în acest test IL- Culturi primare Timocite de șoarece Proliferarea IL- , IL- ; IL- , TNF specifice speciei Proliferarea limfomului D S a IL- IL- CTLL- Proliferarea limfomului IL- , TGFp IL- TF- Proliferarea măduvei osoase IL- , , , , GM-CSF Proliferarea limfomului IL- CTLL- , IL- specifică speciei, TGF₽ IL- B Proliferarea mielomului IL- , IL- Proliferarea limfomului IL- E - JL- Culturi primare Migrarea neutrofilelor Unele chemokine CXC IL- KIT- Limfom T Proliferarea IL- , , , , IL- KG- Mieloleucemie Sinteza iFNy IL- , IL- TNF L Fibroblaste Citotoxicitate Limfotoxină GM-CSF TF- Proliferarea eritroleucemiei II- , , , , , EPO IFNa Culturi primare Fibroblaste din cordonul ombilical uman Activitate antivirală Alte tipuri de IFN, specifice speciei A- , D Daudi Carcinom pulmonar, glioblastom, limfom Activitate antivirală, producție de proteine MossA IFNy A- Carcinom pulmonar Activitate antivirală Alte tipuri de IFN, specifice speciei WiDr Carcinom de colon Inhibarea proliferării - După cum rezultă din tabel - , majoritatea liniilor celulare utilizate în testele biologice nu au specificitate strictă pentru o citokină, dar pot răspunde la acțiunea mai multor mediatori, ceea ce reduce semnificativ specificitatea determinării activității biologice a citokinelor în mediile de cultură și biologice fluide, care de obicei conțin câteva zeci de citokine în același timp citokine În același timp, aceste linii celulare pot fi un instrument ideal pentru evaluarea activității biologice a citokinelor recombinante Multe laboratoare produc linii celulare artificiale care răspund la citokine individuale prin transfecția celulelor cu gene receptor pentru aceste citokine Celulele transfectate dobândesc capacitatea de a răspunde în mod specific la concentrații scăzute de citokine dorite Cu toate acestea, multe celule exprimă receptori pentru un număr mare de citokine, astfel încât metoda nu este capabilă să ofere specificitatea absolută a testării CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Liniile celulare utilizate pentru a evalua nivelul de citokine umane sunt de diverse origini Cele mai multe dintre aceste linii sunt derivate de la pacienți cu leucemie sau leucemie indusă de laborator Unele citokine umane nu sunt specifice speciei, iar liniile celulare de origine șoarece pot fi folosite pentru a le studia Nivelul de citokine din probe este evaluat în principal prin capacitatea lor de a stimula sau inhiba proliferarea celulară Există mai multe moduri de a măsura proliferarea celulară: ) numărul de celule; ) evaluarea sintezei ADN-ului prin includerea timidinei marcate radioactiv O alternativă la metodele radioizotopice sunt metodele de evaluare a metabolismului celular ca indicator al proliferării, bazate pe reducerea diferitelor săruri de tegrazolium În plus față de măsurarea activității proliferative, pentru a evalua nivelul anumitor citokine, cum ar fi TNF utilizați metode bazate pe activitatea citotoxică a citokinelor Aici, cu ajutorul coloranților vitali, se evaluează efectul citotoxic în raport cu unele linii de nituire Pentru a evalua starea inferonului se folosesc metode bazate pe activitatea angivirală a interferonilor În acest caz, sunt utilizate diferite celule țintă infectate cu un virus, pe care activitatea antivirală a interferonilor este evaluată prin evaluarea vizuală a viabilității celulare sau folosind coloranți vitali Pentru a evalua activitatea biologică a chemokinelor, în special a IL- , se folosesc metode de chimiotaxie, în care se determină capacitatea acestora de a atrage celule, măsurând în același timp numărul de celule care au migrat prin membrana Boyden sau lungimea traseului celulelor în agar În general, toate metodele de evaluare a activității biologice a citokinelor și vitro pot fi combinate în grupuri principale Evaluarea activității proliferative celulare (stimulare sau suprimare) Evaluarea citotoxicitatii Determinarea expresiei receptorilor membranari, sinteza altor citokine Evaluarea efectului asupra activității funcționale a celulelor, care depinde întotdeauna de tipul celulei și de citokina studiată, de exemplu, o evaluare a chemotaxiei sau o evaluare a finalizării fagocitozei Evaluarea acțiunii antiinfecțioase, ca și în cazul interferonului În ciuda avantajelor evidente, metodele biologice au și o serie de dezavantaje semnificative: ❖ sunt consumatoare de timp și greu de implementat; o procedură relativ lungă pentru efectuarea analizei (protocolul experimentului include un număr destul de mare de etape de incubare, spălare, în timp ce munca manuală crește probabilitatea erorilor în formularea sistemelor de testare ELISA); ❖ Dificultăți asociate cu seria temporală de determinare a parametrilor (curbe de calibrare) și cu interpretarea datelor care depășesc rezoluția graficului de calibrare TEST IMUNITAR MULTIPLEX Pentru a evalua nivelurile de citokine din diferite fluide biologice, cele mai comune metode de imunotestare index (MIA) sunt metodele multiplex, care se bazează pe metoda "sandwich" în diferite combinații - FAST Quant, Search Light și xMAP Fiecare dintre aceste metode prezintă unele diferențe într-o serie de parametri: determinarea analiților disponibili, posibilitatea utilizării de noi analiți, seria temporală de evaluare, sensibilitatea metodei, costul echipamentelor, prețul consumabilelor Toate aceste criterii trebuie luate în considerare atunci când alegeți o metodă de studiere a nivelurilor de citokine Întrucât rezultatele determinării substanțelor biologic active în fiecare metodă pot varia semnificativ, se consideră că nu este recomandabil să se efectueze o analiză statistică a datelor obținute folosind diferite metode Pentru fiecare studiu individual, trebuie selectat doar unul citokine ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR unele tehnologii pentru a se asigura că datele și concluziile obținute sunt reprezentative și îndeplinesc cerințele medicinei bazate pe dovezi Măsurarea nivelului oricărei citokine pentru a caracteriza diferite procese care au loc în organism este absolut insuficientă, deoarece nu permite obținerea de informații mai mult sau mai puțin obiective despre interacțiunile biologice complexe la nivel celular, atât în condiții normale, cât și patologice În acest sens, este destul de evident că rolul unei creșteri sau scăderi a nivelului oricărei citokine în interacțiunile intercelulare trebuie luat în considerare ținând cont de modificările nivelurilor altor citokine prezente în aceeași probă biologică studiată În tabel - prezintă o analiză comparativă a caracteristicilor metodelor MIA și ELISA pentru determinarea citokinelor Tabelul - Caracteristici comparative ale metodelor ELISA și MIA pentru determinarea citokinelor Parametri comparați ELISA MIA Sensibilitate Ridicată - A) și - (G-^A) în regiunea netradusă a genei din zona regiunilor promotoare Prezența unei alele polimorfe (- A) duce la o creștere a eficienței transcripției genelor și o creștere a producției de TNF de - ori față de varianta normală Relația dintre polimorfismul funcțional al genei TNF și dezvoltarea de patologie poate fi urmărită atunci când se studiază distribuția alelelor acestei gene în rândul africanilor cu malarie La examinarea a peste de persoane, s-a dovedit că alela polimorfă (- A), asociată cu producția crescută de TNF, este de ori mai frecventă la pacienții cu cea mai severă formă cerebrală de malarie, cu o dezvoltare mai puternică a unui răspuns inflamator sistemic și de - ori mai des la pacienții cu tulburări severe ale sistemului nervos dezvoltate ulterior Un studiu mai larg al distribuției alelelor genei TN F în rândul locuitorilor din regiunile cu malarie endemice din Africa a condus la rezultate uimitoare, arătând că în rândul africanilor frecvența purtării acestei alele polimorfe este de numai %, în timp ce printre albii de origine europeană ajunge la % Dovezile sugerează că o alelă cu producție mare a genei TNF în cazul malariei duce la o sinteza crescută CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR TNF și o dezvoltare mai pronunțată a unui răspuns inflamator sistemic, care duce adesea la moartea pacienților sau la complicații severe Aparent, în acest caz, există un rezultat al presiunii unui anumit agent patogen asupra populației din cauza mecanismului selecției naturale, acest lucru se întâmplă din cauza existenței unor variante ereditare ale genei uneia dintre principalele citokine proinflamatorii Desigur, determinarea diagnostică a prezenței alelei polimorfe specificate a genei TNF poate oferi informații foarte importante pentru prognosticul și numirea în timp util a unei terapii adecvate pentru pacienții cu boli infecțioase și patologie pioinflamatoare Polimorfismul funcțional al genelor citokinelor determină fluctuații ereditare individuale ale nivelului producției lor, care afectează dezvoltarea și rezultatul bolilor infecțioase și al proceselor imunopatologice De aceea polimorfismul genelor citokinelor poate fi considerat o variantă a stărilor de imunodeficiență ereditară Fără îndoială, detectarea SNP-urilor indică doar predispoziția indivizilor la o anumită boală, dar determinarea lor permite prezicerea riscului de dezvoltare a unei patologii și selectarea terapiei adecvate Astfel de schimbări în viitor ar trebui înregistrate în pașaportul genetic al individului Modificări ale citokinelor în sepsis Manifestările clinice ale sepsisului sunt asociate cu dezvoltarea unui răspuns inflamator sistemic al organismului la infecție Aceasta a stat la baza introducerii termenului "sindrom de răspuns inflamator sistemic" (sindrom de răspuns inflamator sistemic), aplicabil desemnării răspunsului inflamator la nivelul organismului în diferite afecțiuni, inclusiv sepsis cu bacteriemie, precum și condiții fără bacteriemie detectabilă, cum ar fi traumatisme și boli inflamatorii acute ale organelor individuale (pancreatită acută) Sinteza majorității citokinelor implicate în reglarea inflamației crește cu gy de dezvoltare a sepsisului și se corelează cu nivelurile altor teste de laborator (proteina C reactivă și altele), severitatea manifestărilor clinice și rezultatul bolii Datele de laborator pentru determinarea nivelurilor de citokine indică faptul că, cu cât nivelurile de citokine erau mai mari atunci când pacienții cu diagnosticul de "sepsis" au fost internați în secția de terapie intensivă, cu atât rata mortalității s-a dovedit a fi mai mare, iar acest lucru a fost legat de grup de citokine proinflamatorii (TNF, IL- , IL- , IL- ) și citokine antiinflamatorii, cum ar fi IL- și antagonistul receptorului de interleukină- (RAIL) Aparent, la începutul dezvoltării sepsisului, activarea diferitelor tipuri de leucocite și a altor celule de sinteză a citokinelor și inducerea sau creșterea nivelului de expresie genică a mai multor citokine are loc fără activarea selectivă a sintezei numai a mediatorilor proinflamatori sau numai citokine care limitează dezvoltarea inflamației Cu toate acestea, citokinele proinflamatorii determină dezvoltarea modificărilor patologice în sepsis În concentrații mari, pot provoca modificări neuroendocrine, tulburări de termoreglare, activare endotelială, ducând la creșterea eliberării de lichid în țesuturi, vasodilatație și scăderea tensiunii arteriale (colaps), coagulare intravasculară diseminată, insuficiență multiplă de organe și moartea pacientul Dintre citokinele proinflamatorii, TNF, adesea denumit "mediatorul morții", este cel mai capabil să provoace aceste modificări patologice Nivelul IL- β este, de asemenea, crescut în plasma sanguină a pacienților cu sepsis, dar acest lucru nu a fost găsit în toate studiile Cele mai ridicate niveluri de IL-lp au fost găsite la pacienții cu sepsis meningococic Concentrațiile lor de IL-ip se corelează CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR cu severitatea bacteriemiei, severitatea manifestărilor clinice și dezvoltarea șocului septic Un alt membru al familiei IL- , IL- , este, de asemenea, crescut la pacienții cu sepsis, iar nivelul acestuia se corelează cu manifestările clinice ale sepsisului Cel mai înalt grad de corelare cu tabloul clinic al sepsisului a fost obținut în studiile nivelurilor de IL- și IL- Concentrația IL- în plasma sanguină a fost cea care corespundea tabloului clinic al sepsisului în funcție de scala de severitate a stării pacienților în stare critică (APACHE II) și ar putea fi un criteriu de predicție a evoluției bolii Nivelul acestei citokine se corelează și cu alți markeri ai procesului septic: proteina C reactivă, componenta complementului C a, lactat și TNF Dacă cantitatea de citokine din fluxul sanguin crește, atunci producția lor de către leucocite izolate ale pacienților cu sepsis este redusă în comparație cu nivelul de producție a acelorași mediatori de către leucocite ale donatorilor sănătoși Acest lucru se aplică citokinelor și chemokinelor proinflamatorii, precum și citokinelor limfocitelor T ale ajutoarelor atât din primul cât și al doilea tip: IL- , IFNy, IL- IL- adică producerea majorității citokinelor este redusă Acest lucru se datorează, probabil, fenomenelor generale de anergie după sinteza intensivă, deoarece o astfel de scădere a producției de citokine este descrisă nu numai în sepsis bacterian, ci și după leziuni și arsuri masive, când în primele zile după ardere are loc o intensitate foarte intensă sinteza acestor substanțe ca răspuns la vătămări ("furtună de citokine"), iar apoi există o scădere bruscă a nivelurilor producției lor Aceste date ridică problema sursei nivelurilor plasmatice crescute de citokine la pacienții cu sepsis, deoarece perioada de existență a majorității citokinelor în circulație este de obicei foarte scurtă (de exemplu, timpul de înjumătățire plasmatică al IL- este de numai , minute) ), iar nivelurile crescute de citokine la pacienți rămân timp de câteva zile În mod important, citokinele antiinflamatorii (IL- , RAIL și TGF ) și receptorii solubili de TNF și IL- sunt, de asemenea, supraproduși în sepsis Nivelurile medii de IL- și RAIL sunt mai mari în șoc septic decât în sepsis și mai mari la pacienții decedați decât la supraviețuitori Cele mai ridicate niveluri de IL- sunt detectate la pacienții cu o evoluție nefavorabilă a sepsisului și un prognostic nefavorabil, iar cu cât raportul dintre IL- și TNF este mai mare, cu atât prognosticul este mai rău Datele privind hiperproducția de citokine antiinflamatorii la pacienții cu sepsis au condus la apariția conceptului de sindrom de răspuns antiinflamator compensator (CARS) Se crede că CARS se dezvoltă în urma răspunsului inflamator sistemic, îndeplinind funcțiile de limitare a supraproducției de citokine inflamatorii și a inflamației sistemice, dar la unii pacienți acest lucru poate duce la imunosupresie Datele experimentale nu confirmă pe deplin această ipoteză, deoarece citokinele proinflamatorii și antiinflamatorii sunt sintetizate simultan la majoritatea pacienților, iar funcțiile lor sunt dificil de evaluat fără ambiguitate Citokinele la concentrații mici sunt necesare pentru formarea corectă a inflamației locale, dozele mai mari determină dezvoltarea unui răspuns inflamator sistemic, dar concentrațiile mari din punct de vedere patologic duc la o stare de șoc septic și moartea organismului ROLUL CITOKINELOR ÎN DEZVOLTAREA PATOLOGIEI AUTOIMUNE Odată cu dezvoltarea proceselor imunopatologice, tulburările de funcționare a sistemului imunitar și manifestările clinice depind în mare măsură de echilibrul clonelor Thl și Th , precum și Thl , pe baza raportului de producție de citokine reglatoare Dezechilibrul cronic în activarea clonelor T-helper duce la dezvoltarea stărilor imunopatologice, în special a celor asociate cu manifestări de autoimunitate În principal tulburări autoimune CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR se dezvoltă cu activarea excesivă a răspunsului inflamator și a imunității celulare Cu toate acestea, rolul diferitelor clone T-helper în dezvoltarea bolilor autoimune este mult mai complex Într-o serie de procese autoimune, producția de citokine Th domină în zona leziunilor tisulare, iar simptomele inflamației autoimune pot fi suprimate prin administrarea animalelor de citokine produse de Th În același timp, hiperactivarea nu numai a T , ci și a Th joacă un rol important în dezvoltarea procesului patologic în alte tulburări autoimune Artrita reumatoidă (AR) este o boală autoimună care afectează în principal membrana sinovială, cartilajul și țesutul osos al articulațiilor Citokinele sunt unul dintre principalii mediatori ai dezvoltării modificărilor patologice în țesutul articulațiilor din PR, acționând ca mediatori între activarea sistemului imunitar ca urmare a inducerii autoimunității, dezvoltarea unui proces inflamator cronic și distrugerea comună La pacienții cu RA au fost găsite celule dendritice plasmacitoide și mieloide în membrana sinovială, care, împreună cu macrofagele sinoviale, sintetizează o gamă largă de citokine care pot induce diferențierea limfocitelor T naive în orice direcție În lichidul sinovial, analiza exprimării genelor citokinelor după nivelul de ARNm și analiza imunocitochimică a arătat că celulele membranei sinoviale sintetizează IL- și IL- S, care direcționează diferențierea limfocitelor T către THI, IL- - spre T і , și IL- , IL- , IL- - spre Thl Spre deosebire de experimentele pe animale, în care rolul patogenetic al Th în dezvoltarea artritei a fost dovedit, la pacienții cu RA nu există încă dovezi convingătoare ale activării preferențiale a unuia dintre tipurile T-helper Citokinele proinflamatorii, în primul rând TNF și IL- , sunt mediatorii cheie ai dezvoltării inflamației în articulații la pacienții cu RA Expresia crescută a TNF este aproape întotdeauna găsită în sinoviala articulațiilor inflamate la acești pacienți TNF provoacă activarea funcțională a fibroblastelor sinoviale, a celulelor endoteliale și a leucocitelor atrase de țesutul articular, sinteza citokinelor și a altor mediatori, dezvoltarea inflamației și remodelarea țesutului articular cu dezvoltarea modificărilor patologice și a disfuncției Nu mai puțin important este rolul citokinelor din familia IL- (IL-la și IL- [ ), a căror expresie este de obicei crescută la pacienții cu RA O creștere a expresiei citokinelor proinflamatorii în RA este însoțită de o scădere a producției de citokine antiinflamatorii și reglatoare, agravând și mai mult perturbarea echilibrului normal al mediatorilor cu direcții diferite de acțiune La pacienții cu RA, a existat o scădere a expresiei RAIL, IL- , IL- , IL- , care, printre altele, este implicată în generarea de limfocite T reglatoare, precum și a receptorilor solubili pentru TNF de tip și pentru tipul IL- , capabil să lege un exces de aceste citokine Printre alte citokine, IL- , IL- , IL- și IL- sunt implicate activ în dezvoltarea inflamației Rolul lor în patogeneza RA a fost dovedit în studii experimentale, iar aceste citokine sunt considerate una dintre potențialele ținte pentru terapia cu anticitokine la pacienții cu această boală Sinteza crescută de citokine în zona articulației inflamate poate duce la o creștere a concentrației lor în sânge Nivelurile de citokine proinflamatorii, cum ar fi IL- β, în serul sanguin al pacienților cu PR se corelează cu manifestările clinice ale bolii și pot servi ca markeri de diagnostic destul de informativ, a căror apariție precede uneori dezvoltarea simptomelor articulațiilor deteriora Manifestările de organ ale PR sunt, de asemenea, însoțite de modificări semnificative în sinteza citokinelor proinflamatorii în țesuturile afectate de procesul autoimun Pentru multe afecțiuni autoimune, vârsta CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR O scădere a concentrației de citokine proinflamatorii în fluxul sanguin duce la dezvoltarea manifestărilor sistemice ale acțiunii lor biologice În acest caz, semnificația evaluării nivelului de citokine se datorează faptului că o creștere cronică a nivelului de IL- , TNF și IL- în circulație duce la dezvoltarea tulburărilor metabolismului țesutului osos la nivelul corpului , ducând la apariția semnelor clinice de osteoporoză a oaselor tubulare Astfel, IL- stimulează sinteza proteinelor de fază acută în ficat, iar TNF interferează cu metabolismul lipidic, provocând cașexie Nivelurile cronice ridicate de citokine proinflamatorii cauzează, de asemenea, tulburări centrale asociate cu dezvoltarea depresiei și a declinului cognitiv Citokine și alergii Afecțiunile alergice (conjunctivită alergică, alergie alimentară, dermatită atopică asociată IgE, rinită alergică și astm bronșic) sunt un grup de boli determinate genetic, caracterizate printr-o capacitate crescută a limfocitelor B de a sintetiza anticorpi de clasa E (IgE) direcționați împotriva unui grup special de antigene numite alergeni IgE interacționează cu receptorii FceRl membranari de mare afinitate ai bazofilelor și mastocitelor, ceea ce duce la degranulare și eliberare de amine vasoactive, în principal histamină, precum și chemokine și citokine proinflamatorii care induc dezvoltarea inflamației alergice Alergenii care intră în organism duc la activarea preferenţială a clonelor de limfocite T care sintetizează un set de citokine caracteristice ajutoarelor T de tip Dezvoltarea unui răspuns imun cu sinteza predominantă a anticorpilor din clasa IgE este reglată de Th prin sinteza și secreția de IL- , IL- și IL- Cu toate acestea, prima sursă de citokine în dezvoltarea inflamației alergice în țesuturi sunt mastocite, care conțin citokine IL- , IL- , TNF în granule Aceste citokine intră în spațiul intercelular în timpul degranulării în primele minute după contactul IgE legată de mastocite cu alergenul Au activitate proinflamatoare, provoacă o creștere a producției de chemokine și o creștere a expresiei moleculelor de adeziune pe endoteliu, ceea ce duce la o recrutare activă a eozinofilelor, bazofilelor și limfocitelor T în țesuturi În viitor, bazofilele, mastocitele și alte leucocite, a căror activare este însoțită de expresia genică, sinteza și secreția de IL- , IL- , IL- , IL- , TNF și GM-CSF, pot fi o sursă de cis okine în țesuturi În sângele periferic al pacienților cu diferite forme de alergie, numărul de clone de limfocite T care sintetizează citokine este semnificativ mai mare Limfocitele CD ale pacienților alergici produc IL- și IL- ca răspuns la antigenele bacteriene, care la persoanele sănătoase determină de obicei dezvoltarea unui răspuns tipic de activare a Thl Pe măsură ce boala progresează, limfocitele T specifice alergenului se acumulează din ce în ce mai mult în organele în care se dezvoltă inflamația alergică Limfocitele din sângele periferic și limfocitele de lavaj bronhoalveolar obținute de la pacienții cu astm bronșic au secretat cantități crescute de citokine Th (IL- , IL- , IL- ), ale căror concentrații s-au corelat cu severitatea simptomelor clinice, nivelurile serice de IgE și conținutul de eozinofile în sânge și lavaj bronhoalveolar Astfel, la pacienții cu astm bronșic, atât în sângele periferic, cât și în țesutul pulmonar, activarea Th a fost demonstrată cu creșterea nivelului de citokine secretate de aceștia La copiii predispuși la alergii, imediat după naștere, nu există o creștere a producției de citokine Th , dar ulterior sinteza acestora este activată La copiii cu antecedente genetice de alergie (prezența bolilor alergice la rudele apropiate), se observă o creștere a nivelului producției de IL- , CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR IL- și IL- , crescând treptat de la naștere la - ani, o astfel de creștere servește ca un predictor timpuriu al dezvoltării simptomelor alergice clinice la vârsta de - ani Pe de altă parte, s-a demonstrat că nivelurile reduse de IFNy la copiii cu vârsta de trei luni sunt asociate cu o frecvență mai mare a manifestărilor clinice ale astmului la vârsta de un an, iar producția de IFNy specifică alergenului de către limfocitele din cultură este redus la copiii cu atopie Detectarea IFNy în sângele din cordonul ombilical în momentul nașterii este asociată cu un risc scăzut de a dezvolta astm și alte tipuri de alergii atunci când acești copii sunt urmăriți până la vârsta de șase ani Aceste date confirmă rolul polarizării clonelor T-helper către hiperactivarea Th în patogenia alergiei și indică faptul că producția crescută de citokine ThI poate avea o valoare protectoare împotriva dezvoltării bolilor alergice Determinarea nivelurilor și producția de citokine la copiii mici poate fi un element important în diagnosticarea predispoziției la dezvoltarea bolilor alergice SEMNIFICAȚIA DIAGNOSTICĂ A CITOKINELOR INDIVIDUALE Rolul unic al sistemului de citokine în reglarea funcțiilor corpului și participarea lor la patogeneza unei game largi de boli fac să fie promițătoare utilizarea determinarii sintezei lor ca marker pentru dezvoltarea bolilor infecțioase, imunodeficiențelor, proceselor imunopatologice, si cancer Valoarea diagnostică a citokinelor este legată de mai mulți factori În primul rând, majoritatea citokinelor sunt mediatori circulanți solubili, iar concentrația lor poate fi ușor evaluată în plasma sanguină și alte fluide biologice Multe citokine apar în timpul activării imunității, care, la rândul lor, pot fi evaluate prin nivelul acestor citokine Sinteza citokinelor însoțește dezvoltarea reacțiilor de protecție În imunitatea înnăscută, acesta este răspunsul celulelor la moleculele asociate patogenului; în imunitatea dobândită, este un răspuns la un antigen, un indicator al activării limfocitelor Modificările sintezei diferitelor grupe de citokine la nivel local fac posibilă evaluarea dezvoltării unor tipuri de inflamații infecțioase, alergice și autoimune Modificările nivelurilor de citokine din plasma sanguină fac posibilă evaluarea dezvoltării unui răspuns inflamator sistemic și a funcționării sistemului imunitar în ansamblu Determinarea sintezei de citokine a familiilor individuale ne permite să evaluăm aproape toate procesele cheie ale sistemului imunitar, precum și să diagnosticăm tulburările hematopoietice, starea rezistenței antitumorale, abaterile în dezvoltarea embrionară normală, procesele metabolice și alți parametri Mai jos sunt date despre valoarea diagnostică a determinării sintezei și nivelurilor de citokine individuale, care joacă cel mai important rol în reglarea funcțiilor fiziologice normale ale organismului, reacții de apărare și în dezvoltarea imunopatologiei Valorile normale ale concentrațiilor de citokine sunt date în tabel - Tabelul - Normele de citokine din ser și nivelurile producției lor de către celulele sanguine periferice ale oamenilor sănătoși Concentrația de citokine în serul sanguin, pg/ml Producția de celule sanguine în cultură, pg/ml spontan indus IL- oc - - - IL- - - - SINA - - - IL- - U d/m l IL- - - - IL- - - - IL- - - - CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Concentrația de citokine în serul sanguin, pg/ml Producția de celule sanguine în cultură, pg/ml spontan indus IL- - - - TNF-a - - - IFN-a - - - IFN-y - - - G-CSF - - - M-CSF - n/a n d GM-CSF - N A n d EPO - UI/L N D n d TPO N D n d Interleukina- beta În plasma sanguină a majorității oamenilor sănătoși, IL- nu poate fi detectată Cu toate acestea, la aproximativ o treime dintre indivizii sănătoși, cantități mici din această citokină (C- pg/ml) pot apărea în plasmă, precum și alte citokine proinflamatorii Motivele apariției unor cantități mici de citokine provps-inflamatorii în plasma sanguină a persoanelor sănătoase nu sunt complet clare Poate că acest lucru se datorează prezenței moleculelor de citokine biologic inactive sau legate de proteine, care sunt determinate prin metode imunochimice Este extrem de dificil să se determine activitatea biologică a citokinelor din plasmă sau din serul sanguin din cauza prezenței unui număr mare de diferite substanțe biologic active, atât stimulente, cât și inhibitoare, care interferează cu analiza O creștere a nivelului de IL- este observată în situații stresante și efort fizic intens IL-lp este una dintre principalele citokine proinflamatorii; prin urmare, o creștere a producției sale spontane sau induse de către celulele din cultură sau o creștere a nivelului de IL-lp în serul sanguin poate indica activarea celulelor sau dezvoltarea inflamației În acest sens, o creștere a nivelului de IL-ip este un semn al bolilor care se bazează pe inflamație, indiferent de tipul de inflamație Astfel, se observă o creștere a concentrației de IL-ip în bolile infecțioase, unde severitatea procesului se corelează cu conținutul de IL-lp atât la nivel local, cât și la nivel sistemic O concentrație crescută de IL- a fost constatată în spălăturile epiteliale în cazul infecțiilor virale acute locale, în conținutul cavității abceselor și flegmonilor Pe exemplul studierii producției de IL- la pacienții cu pneumonie, s-a demonstrat că nivelul acestei substanțe în ser și producția ei de către celulele mononucleare din sânge cresc în faza acută a bolii, dar ambii indicatori au fost mai mici în pacienţii în vârstă Aparent, producția de IL- poate scădea odată cu vârsta, ceea ce poate fi unul dintre motivele imunității mai scăzute la bătrânețe Într-un proces infecțios sever, însoțit de modificări ale parametrilor răspunsului fazei acute, concentrația de IL- se corelează cu creșterea temperaturii corpului, creșterea nivelului altor citokine și atinge cea mai mare valoare la pacienții septici febrili Astfel, dezvoltarea bolilor infecțioase la om poate fi însoțită de o creștere a nivelului de IL- , a cărei sinteză este în mod evident asociată cu dezvoltarea mecanismelor de protecție Concentrația de IL- poate crește, de asemenea, odată cu dezvoltarea stărilor imunopatologice O creștere a nivelurilor de IL- a fost observată în alergii, inclusiv exacerbarea astmului bronșic și în patologiile autoimune, cum ar fi diabetul de tip , boala Crohn și artrita reumatoidă credite mari citokine ÎN diagnosticare de LABORATOR IL- a fost găsit în cavitatea articulară în formele active de artrită reumatoidă iar conținutul de IL- în plasmă se corelează cu severitatea leziunii articulare și crește în cazurile de complicații ale bolii Prin urmare, dezvoltarea unui număr de procese imunopatologice cronice la om poate fi însoțită de o creștere a nivelului de IL- datorită activării sistemului imunitar Antagonist al receptorului de interleukină- Antagonistul receptorului de interleukină- (RAIL) este unic printre citokinele familiei IL- în acest sens că este prezent în mod normal în plasma sângelui periferic în concentrații suficient de mari, uneori până la ng/ml Acest lucru se datorează expresiei constitutive a genei RAIL și sintezei sale constante de către macrofagele tisulare și hepatocite Aparent, prezența RAIL în circulație joacă rolul unui fel de tampon care blochează acțiunea IL- endogenă și protejează organismul de o creștere bruscă a nivelului de IL- în plasma sanguină ca urmare a dezvoltarea proceselor inflamatorii în țesuturi, care, într-o măsură sau alta, apar episodic atunci când intră în corpul agenților patogeni În ciuda menținerii unui nivel constant de sinteză, dezvoltarea inflamației duce la o creștere a expresiei genei RAIL și la o creștere semnificativă a producției acesteia Inducerea sintezei RAIL are loc sub influența acelorași stimuli ca IL- , dar reglarea producției de IL- și RAIL este semnificativ diferită Nivelul RAIL caracterizează răspunsul antiinflamator, care poate fi important în dezvoltarea sepsisului În același timp, s-a demonstrat că raportul dintre producția de IL- | și RAIL poate fi modificat spre o creștere a nivelurilor RAIL în stările secundare de imunodeficiență asociate cu dezvoltarea patologiei purulent-inflamatorii Interleukina- În mod normal, există inhibitori ai activității biologice a IL- în plasma sanguină, ceea ce exclude practic determinarea acesteia prin metoda de testare biologică Utilizarea metodelor imunochimice de analiză este mai de preferat, dar are și caracteristici proprii Faptul este că IL- naturală și recombinantă diferă în ceea ce privește localizarea epitopilor recunoscuți de anticorpii la această citokină În IL- naturală, datorită glicozilării, este protejat epitopul imunodominant, față de care anticorpii sunt produși în principal în timpul imunizării cu IL- recombinant neglicozilat Ca rezultat, acești anticorpi recunosc foarte slab IL- nativ atunci când sunt examinați prin metode imunochimice În sistemele moderne de testare ELISA, acest lucru este în mod necesar luat în considerare și folosesc doar anticorpi monoclonali care recunosc alți epitopi comuni ambelor variante ale moleculei Odată cu dezvoltarea patologiei, nivelul IL- în plasma sanguină periferică crește ușor Date mult mai informative sunt obținute prin studierea modificărilor producției sale spontane și induse de limfocite izolate în cultură, inclusiv culturi de celule sanguine întregi O creștere a producției spontane de L- poate fi asociată cu boli limfoproliferative și autoimune O scădere a producției induse de IL- de către celulele sanguine poate fi rezultatul stărilor de imunodeficiență de diferite etiologii, în primul rând imunodeficiența celulelor T Dezvoltarea SIDA se caracterizează printr-o scădere constantă a numărului de limfocite T-helper cu dezvoltarea treptată a deficienței imunologice severe] și Una dintre manifestările importante ale unei stări de imunodeficiență este o scădere a producției de IL- , care, pe fondul scăderii sintezei și a altor citokine ale limfocitelor T, duce la disfuncții grave ale tuturor părților sistemului imunitar CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Interleukina- În sângele oamenilor sănătoși, IL- practic nu este detectată Apariția IL- în serul sanguin însoțește dezvoltarea reacțiilor alergice și activarea imunității antiinfecțioase în funcție de tipul de dezvoltare predominantă a Th Astfel, la pacienții care sufereau de helmintiază s-a constatat o creștere a nivelului de IgE, care se corelează cu creșterea secreției de IL- Dereglarea secreției de IL- este un factor cheie în dezvoltarea patologiei alergice Producția stimulată de IL- de către celulele mononucleare din sângele periferic la pacienții cu agonie și limfocite de lavaj bronhoalveolar obținute de la pacienții cu astm bronșic este semnificativ mai mare decât la subiecții sănătoși Nivelul IL- (precum și nivelul IL- și IL- ) s-a corelat cu severitatea simptomelor clinice ale astmului bronșic, nivelurile serice de IgE și conținutul de eozinofile din sânge și spălături Cu toate acestea, în cazul proceselor alergice cronice pe termen lung, se poate observa o scădere a producției de IL- de către limfocite și, uneori, aceste modificări sunt combinate cu o scădere a IgE totale în serul sanguin Interleukina- IL- repetă în mare măsură activitatea biologică a IL- Ambele citokine sunt produse ale Th și sunt implicate în dezvoltarea alergiei, dar acum se crede că IL- este mai mult decât IL- asociat cu dezvoltarea simptomelor alergice severe la oameni O creștere a concentrației de L- a fost găsită în lavajele bronhoalveolare, iar expresia genei IL- a fost găsită în materialul de biopsie din plămânii pacienților cu astm bronșic Nivelurile IL- au scăzut în timpul imunoterapiei alergen-specifice (ASIT) și în timpul terapiei cu glucocorticoizi și s-au corelat cu tabloul clinic al bolii Interleukina- În bolile alergice la om, numărul de eozinofile este crescut în circulația sistemică, iar inflamația alergică se dezvoltă în organele țintă, de exemplu, în pielea cu dermatită atopică sau în plămânii cu astm bronșic Acest lucru se corelează cu o creștere a producției de IL- Th și o creștere a concentrației sale în țesuturi În alergie, acțiunea biologică a IL- este de a îmbunătăți diferențierea precursorilor de măduvă osoasă ai eozinofilelor și de a crește numărul de eozinofile mature, de a stimula chemotaxia eozinofilelor, de activarea funcțională a acestora și de a încetini apoptoza În acest sens, IL- este considerată una dintre principalele citokine implicate în imunopatogeneza alergiei La om a fost descris un sindrom hipereozinofil idiopatic, caracterizat printr-o creștere a numărului de eozinofile circulante, infiltrarea eozinofilă a organelor, dezvoltarea inflamației aseptice și insuficiența multiorganică asociată, în cazuri severe conducând la decesul pacientului Această boală este asociată în principal cu hiperproducția de IL- , principalul factor care stimulează maturarea și activarea eozinofilelor, precum și alți liganzi ai lanțului β comun al receptorului: IL- și GM-CSF implicate în dezvoltarea germenului eozinofil al hematopoiezei Interleukina- În mod normal, este observat doar un nivel minim de expresie genică și acumulare de ARNm de IL- în organe și cu greu poate fi detectat în plasma sanguină Expresia genei IL- are loc sub influența virusurilor care pătrund în organism, citokine ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR bacterii și produsele lor, precum și citokine proinflamatorii IL- este o citokină tipică inductibilă timpurie care se acumulează rapid în circulație la întâlnirea cu agenți patogeni O serie de studii au arătat că hiperproducția de IL- la om duce la o patologie asociată cu dezvoltarea proceselor autoimune și inflamatorii Niveluri crescute de IL- au fost găsite în lichidul sinovial la pacienții cu poliartrită reumatoidă, o creștere a sintezei acesteia s-a observat la mixom al inimii și la pacienții cu mielom multiplu Aparent, valoarea diagnostică principală a IL- se datorează faptului că nivelul său se corelează cel mai precis cu severitatea manifestărilor clinice în sepsis, Interleukina- Activitatea biologică a IL- este legată în principal de acțiunea sa ca factor de creștere pentru precursorii limfocitelor B și T IL- este produsă în cantități mici de celulele stromale ale măduvei osoase, epiteliul timic, keratinocite și celulele hepatice fetale II- este sintetizat constitutiv de celulele stromale ale măduvei osoase și timusului, asigurând maturarea și reînnoirea constantă a limfocitelor T Este posibil ca organismul să aibă un mecanism homeostatic de reglare a numărului de limfocite T în periferie, construit după mecanismul de feedback negativ La pacienții cu infecție HIV, nivelurile plasmatice ale IL- au fost corelate negativ cu numărul de limfocite T din sângele periferic, crescând odată cu scăderea numărului de celule T O creștere a concentrației de IL- în circulație a fost observată și în alte boli însoțite de limfopenie Interleukina- La oamenii sănătoși, IL- este extrem de rară în serul sanguin Producția spontană de IL- de către celulele mononucleare din sânge se observă la , %, indusă - la % din donatorii sănătoși O creștere a nivelului de L- în fluidele biologice a fost descrisă în diferite boli însoțite de neutropenie și/sau infiltrare neutrofilă a țesuturilor focarului inflamator În cazul administrării LPS în plasma sanguină crește nivelul de L- circulant Același lucru se observă după administrarea de IL-I sau TNF la voluntari, iar în sepsis, titrurile serice de IL- se corelează pozitiv cu severitatea bolii și deces IL- poate fi importantă în modularea unor disfuncții de organ În multe boli pulmonare însoțite de inflamație în țesutul pulmonar, chemokinele sunt sintetizate activ de macrofagele alveolare și se găsesc în concentrații mari în lichidul de spălare În sindromul de detresă respiratorie a adultului, IL- se găsește în lichidul de lavaj bronhoalveolar, concentrația sa este direct proporțională cu numărul de neutrofile și cu mortalitatea la pacienți Niveluri ridicate de IL- și alte chemokine în țesutul pulmonar și lavajele au fost descrise în astm și fibroza pulmonară IL- este determinată în cantități mari în zona plăcilor psoriazice În plus față de IL- , în zona plăcii au fost găsite și alte chemokine CXC: GROa și P- Sursa principală de IL- și aceste chemokine sunt keratinocitele În plus, chemokinele sunt sintetizate de celulele endoteliale și de neutrofilele înseși atrase de locul inflamației Producția crescută de chemokine duce la o recrutare și mai mare de leucocite și la formarea unui focar cronic de inflamație aseptică În artrita reumatoidă, nivelurile ridicate de IL- sunt detectate în lichidul articular și se corelează cu activitatea procesului și cu numărul de neutrofile și alte celule din lichid Sursa de TL- în cavitatea articulară este în principal celulele sinoviale La fel de CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR progresia bolii în serul pacienţilor apar autoanticorpi la IL- aparţinând clasei IgG Interleukina- În studiile clinice, s-a demonstrat că la pacienții cu alergii, frecvența de apariție a clonelor de limfocite T-helper care sintetizează IL- este redusă, iar nivelurile de IL-I din serul sanguin sunt reduse Mai mult, s-a constatat o relație inversă între nivelurile de IL- și severitatea manifestărilor clinice ale astmului și ale altor tipuri de alergii În prezent, există dovezi că în ASIT succesul terapiei s-a corelat cu o scădere a răspunsului Th specific alergenului și apariția limfocitelor T specifice alergenului care secretă IL- Interleukina- IL- este sintetizată de diferite tipuri de celule în multe organe La om, IL- este sintetizată de monocite/macrofage, celulele epiteliale stromale din măduva osoasă și alte celule epiteliale, dar ARNm de IL- nu se găsește în limfocitele T și B activate Sinteza IL- este activată de IFN tip , IFNy, ARN dublu catenar, LPS și alți derivați ai agenților patogeni Expresia ARNm a IL- a fost găsită în multe tipuri de celule, dar IL- se găsește extrem de rar în supernatantele culturii celulare sau în plasma sanguină Pentru IL- uman, au fost descrise mai multe variante de ARNm care rezultă din splicing alternativ Toate aceste variante sunt traduse în aceleași forme de IL- matur, dar rata de traducere și variantele de producție de proteine diferă factor de necroză tumorală Pentru a determina nivelul de TNF din fluidele biologice, trebuie luat în considerare faptul că molecula activă biologic a acestei citokine constă din trei subunități polipeptidice identice combinate într-un homotrimer Doar o astfel de structură tridimensională este activă din punct de vedere biologic și numai aceasta ar trebui determinată de anticorpi monoclonali specifici utilizați în sistemele moderne de diagnosticare Unii anticorpi la TNF pot lega, de asemenea, forme monomerice, care pot fi găsite în plasmă și fluide biologice în concentrații suficient de mari fără a prezenta activitate biologică Determinarea concentrației totale de monomer împreună cu trimerii de TNF biologic activi conduce la concluzii false cu privire la o creștere semnificativă a nivelului de TNF în probele studiate, deși uneori este evident că nivelurile ridicate de TNF determinate incorect sunt pur și simplu incompatibile cu durata de viață a rabdator În acest sens, pentru a evalua nivelul de TNF, ar trebui utilizate numai acele sisteme de diagnostic care permit determinarea unei citokine biologic active În serul sanguin al donatorilor sănătoși, TNF activ biologic este determinat în concentrații foarte mici ( - pg/ml), totuși, celulele mononucleare izolate sunt capabile să producă TNF în cantități mari La pacienții cu sepsis, TNF este determinat în plasmă, iar concentrația acestuia se corelează cu severitatea și rezultatul bolii La pacienții cu meningită bacteriană, severitatea bolii se corelează cu concentrațiile de TNF în lichidul cefalorahidian, deși concentrațiile mari de TNF nu se corelează cu concentrații sistemice mari În unele cazuri, o creștere a nivelului de TNF și a altor citokine proinflamatorii din plasma sanguină face posibilă suspectarea bolilor fără o legătură directă CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR cei cu imunitate afectată sau patologie infecțioasă De exemplu, o creștere a nivelului de TNF este observată în infarctul miocardic, o creștere pe termen lung a nivelurilor de TNF, IL-lp și IL- în plasma sanguină periferică poate fi un precursor al osteoporozei Unele citokine, membre ale familiei TNF, sunt folosite pentru a diagnostica cancerul Determinarea concentrației de Fas solubil, împreună cu analiza altor antigene, este utilizată în diagnosticul cancerului de vezică urinară În general, în diagnosticul cancerului se folosesc tot mai multe metode care permit determinarea simultană a mai multor citokine deodată Acest lucru se datorează faptului că în diagnosticare, analiza factorilor nu unici, inclusiv a citokinelor, ci studiul modelelor de modificări la zeci sau mai mulți mediatori devine din ce în ce mai importantă În cazul citokinelor, acest lucru este deosebit de important în vederea formării unei rețele de citokine în organism În prezent, astfel de metode sunt utilizate pe scară largă pentru a studia cei mai importanți markeri de diagnosticare a cancerului dintre citokine, pentru a studia mecanismele moleculare ale patogenezei cancerului, eficacitatea medicamentelor anticanceroase, inclusiv în timpul studiilor clinice Interferon-alfa Implicarea IFNa în patogeneza multor boli virale este fără îndoială Odată cu dezvoltarea terapiei cu IFNct recombinant, studiile privind starea interferonului au dobândit o valoare diagnostică mare, care reflectă natura cursului unei infecții virale și face posibilă prezicerea rezultatului bolii și eficacitatea tratamentului La studierea rolului IFNa în patogenia gripei, s-a demonstrat o relație între nivelul seric al IFNa și severitatea și durata infecției gripale La pacienții cu gripă complicată de pneumonie și cu o evoluție prelungită a gripei, s-a observat o scădere semnificativă a nivelului de IFNα în perioada de convalescență precoce, care este asociată cu dezvoltarea sindromului astenic și care indică oportunitatea utilizării medicamentelor cu activitate imunomodulatorie in aceasta perioada Scăderea producției de IFNa reflectă prezența unor încălcări ale apărării antivirale a organismului De o importanță deosebită sunt studiile privind nivelul de IFNa pentru studiul farmacocineticii preparatelor recombinate de IFNa După o injecție tipică intramusculară sau subcutanată de milioane până la milioane de unități de pIFNa recombinant, se atinge o concentrație maximă de până la U/ml în - ore studii necesare ale farmacocineticii medicamentului la fiecare pacient în parte pentru a asigura regimul optim de tratament interferon-gamma Evaluarea nivelului de IFNy în cultura de celule sanguine este importantă pentru determinarea polarizării răspunsului imun în funcție de tipul de activare a clonelor T Acest tip de răspuns imun este caracteristic răspunsului celular cauzat de așa-numiții patogeni intracelulari Recent, au fost dezvoltate două teste care permit, pe baza nivelului de producție de IFNy într-o cultură de celule sanguine periferice, să se evalueze prezența infecției cu tuberculoză Principiul metodei este de a activa sinteza interferonului de către doi antigeni specifici din Mycobacterium titberculosis, care sunt absenți în tulpina de vaccin BCG (Bacifle Calmttte-Gurin - BCG) și alte micobacterii O modificare a metodei se bazează pe detectarea celulelor de sinteză a IFNy prin metoda ELISPOT; într-o altă versiune, nivelul de IFNy în ascendantul celulei este estimat prin ELISA CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Datele indică faptul că ambele teste sunt mai specifice decât testul cutanat standard prin faptul că exclud reactivitatea încrucișată din cauza vaccinării anterioare Din punct de vedere al sensibilității, metoda ELISA este comparabilă cu testul cutanat, iar metoda ELISPOT este semnificativ superioară Factor de stimulare a coloniilor de granulocite La o persoană sănătoasă, nivelul de G-CSF în plasma sanguină este foarte scăzut, dar odată cu dezvoltarea bolilor infecțioase, concentrația sa crește brusc Niveluri crescute de G-CSF se observă și în neutropenia ereditară și aplazia medulară indusă de medicamente, ceea ce indică existența unui mecanism de feedback între numărul de neutrofile din periferie și nivelul producției de G-CSF Excepție este neutropenia autoimună la copii, unde nivelul G-CSF nu a diferit de nivelul la donatorii sănătoși, deși numărul de leucocite din sângele periferic a fost redus semnificativ factor de stimulare a coloniilor monocitare M-CSF se găsește în plasma sângelui periferic într-o concentrație foarte mare pentru citokine - de la , la , ng/ml În plus, este prezent în mod constant în urină, lichidul cefalorahidian și lichidul amniotic O creștere a nivelului de M-CSF endogen este observată în traume, boli infecțioase, sarcină și unele forme de cancer Factor de stimulare a coloniilor de G ranulocite-macrofage În mod normal, GM-CSF este sintetizat în cantități nesemnificative și practic este absent în plasma sanguină periferică Odată cu dezvoltarea inflamației, începe să fie sintetizat în mod activ de limfocitele T, macrofage, celulele endoteliale și epiteliale, ca răspuns la componentele peretelui celular patogen și citokinele proinflamatorii Nivelul de GM-CSF poate fi crescut în zona inflamației, deși în sepsis odată cu dezvoltarea sindromului de răspuns inflamator sistemic, concentrația de GM-CSF a fost rareori crescută, spre deosebire de G-CSF, care a fost semnificativ crescută la bolnavii septici Celulele unor tipuri de tumori maligne ale sistemului hematopoietic secretă toate tipurile de LCR, IL- și factor de creștere a celulelor stem Concentrațiile acestor citokine pot fi crescute la pacienții cu forme hematologice de cancer și pot servi drept markeri de diagnostic ai stadiului de dezvoltare a tumorii și a răspunsului la terapie Eritropoietina Reglarea diferențierii și menținerea activității funcționale a germenului roșu al hematopoiezei este cea mai importantă funcție asociată cu asigurarea activității vitale a organismului În condiții fiziologice normale, expresia genei eritropoietinei (EPO) are loc constitutiv Citokinele se află în mod constant în plasma sanguină în concentrații scăzute în intervalul de - UI / l Acest lucru asigură menținerea hematopoiezei normale, timp în care reticulocite , x ' părăsesc măduva osoasă în sângele periferic într-un minut, ceea ce este necesar pentru a menține o concentrație de x eritrocite circulante Perioada de existență a eritrocitelor este de aproximativ citokine ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR de zile, după care sunt utilizate în principal cu ajutorul macrofagelor splinei O rată atât de mare de formare a eritrocitelor poate crește de încă - ori cu pierderi severe de sânge; aceasta este combinată cu o creștere a nivelului de expresie a genei EPO în celulele producătoare și cu o creștere a concentrației acesteia în plasmă până la UI/L Timpul de înjumătățire al EPO în plasma umană este de până la ore În mod normal, EPO este excretat prin rinichi și se găsește nemodificat în urină, ajungând acolo din plasmă, și nu prin excreție renală directă după sinteza în țesutul renal Determinarea nivelului de EPO în plasma sanguină sau în urină este utilizată pentru monitorizarea concentrației acestuia în anemie de diverse origini: în insuficiență renală, traumatisme, anemie la gravide și la prematuri Nivelul de EPO poate fi un criteriu de diagnostic pentru policitemie (policylemia veră), la pacienții cu acest diagnostic, concentrația de EPO (metoda ELISA) este sub valoarea normală de , UI/l Trombopostină Funcția biologică principală a trombopoietinei (TP) este de a accelera maturarea precursorilor trombocitopoiezei, în timp ce acțiunea sa combinată cu alți factori hematopoietici este necesară pentru a spori proliferarea acestor celule Principalul loc de producere a TP este ficatul; un nivel ridicat de expresie a ARNm TP a fost găsit și în rinichi și splină TP poate fi sintetizat și de către megacariocite; trombocitele au un depozit de TP în granule Când trombocitele sunt activate în timpul coagulării sângelui, TP este eliberat din granule, concentrația acestuia crește la pacienții cu sindrom de coagulare intravasculară Acesta poate servi ca mecanism pentru activarea germenului trombocitar al hematopoiezei pentru formarea de noi trombocite Trombocitopenia, adesea asociată cu ciroza hepatică și insuficiența renală, nu este întotdeauna asociată cu o lipsă a producției de TP; la acești pacienți, nivelul de TP în plasma sanguină periferică practic nu diferă de concentrația sa în plasma sanguină a donatorilor sănătoși, care este de aproximativ pg/ml Alte studii au arătat că nivelul TP este crescut în caz de trombocitopenie în ciroza hepatică complicată de sindrom mielodisplazic sau care apare ca urmare a hepatitei virale Factorul de creștere transformator [ TGF[ poate fi izolat din țesuturi normale, cum ar fi trombocitele umane sau placenta și din celulele tumorale TGFp, precum și alți membri ai acestei familii extinse, proteinele morfogenetice osoase (proteine morfogcnetice osoase - BMP) și activinele sunt exprimate în endometru, secretate în cavitatea uterină și sunt implicate în reglarea implantării și dezvoltării postimplantare ale fătului și, de asemenea, reglează sinteza hormonilor placentari În timpul sarcinii, inhibinele și activinele sunt sintetizate de celulele placentei și pot servi ca markeri ai patologiei placentare, inclusiv preeclampsia și amenințarea de avort spontan CONCLUZIE Astfel, în prezent nu există nicio îndoială că citokinele servesc drept cele mai importante ținte pentru imunodiagnosticarea unei game largi de boli umane Citokinele sunt factori nespecifici antigenului De aceea, diagnosticul specific al bolilor infecțioase, autoimune și alergice prin determinarea nivelului anumitor citokine este imposibil CITOKINE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR poate sa Cu toate acestea, evaluarea conținutului de citokine din fluidele biologice și studiul producerii acestora de către celule oferă un ajutor neprețuit în caracterizarea stării sistemului imunitar al organismului Studiul nivelurilor de citokine permite obținerea de informații despre activitatea funcțională a diferitelor tipuri de celule imunocompetente, severitatea procesului inflamator, trecerea acestuia la nivel sistemic și prognostic (de exemplu, nivelul unor citokine se corelează cu severitatea manifestărilor clinice) și mortalitatea în sepsis); despre raportul proceselor de activare a tipurilor T-helper, care este foarte important în diagnosticul diferențial al unui număr de procese infecțioase și imunopatologice; despre stadiul de dezvoltare a unui număr de boli alergice și autoimune, când, de exemplu, o creștere a nivelului de IL- în plasma sanguină este înaintea manifestărilor clinice în artrita reumatoidă și lupusul eritematos sistemic Practica de diagnosticare include din ce în ce mai mult metode de analiză biologică moleculară, care fac posibilă identificarea defectelor genetice primare și a polimorfismelor în nucleotide individuale din sistemul de citokine asociate cu patogeneza unui număr de boli, inclusiv a celor atât de răspândite precum tuberculoza Aceleaşi exemple pot fi date pentru utilizarea oricăreia dintre metodele de mai sus pentru analiza stării sistemului de citokine Fiecare metodă este bună în felul său, iar utilizarea ei este determinată de sarcina specifică a studiului de diagnostic Acum este evident că citokinele sunt cei mai importanți factori în patogeneza bolilor infecțioase și a proceselor imunopatologice Prin urmare, determinarea nivelurilor de sinteză a citokinelor endogene și a concentrațiilor acestora în fluidele biologice poate fi utilizată în scopuri de imunodiagnostic, studierea patogenezei bolilor și prescrierea adecvată a imunoterapiei Toate acestea vorbesc multe că evaluarea funcționării sistemului de citokine permite o nouă abordare a studiului stării sistemului imunitar al organismului în practica clinică LISTA LITERATURII RECOMANDATE Ketlinsky S A , Simbirtsev A S Citokine - Sankt Petersburg: Folio - p Rumyantsev A G , Morshchakova E F , Pavlov A D Eritropoietina - M ; GEOTAR-med, - p Ses T P , Totolian A A Posibilitățile tehnologiilor multiplex bazate pe utilizarea microparticulelor în diagnosticul clinic de laborator Diagnosticarea de laborator a Rusiei / : Manual - Sankt Petersburg: Man, - S - Totolian A A , Freidlin I S Celulele sistemului imunitar - Sankt Petersburg: Nauka, , - p Freidlin I S , Totolian A A Celulele sistemului imunitar - Sankt Petersburg: Nauka, - p Capitolul Studii bacteriologice SEMNIFICAȚIA DIAGNOSTICULUI DE LABORATOR ÎN INFECTOLOGIE Principiul de bază al diagnosticării bolilor infecțioase este unitatea a trei componente: diagnosticul clinic, diagnosticul epidemiologic și diagnosticul instrumental de laborator Metodele de diagnostic instrumental și de laborator, la rândul lor, pot fi împărțite în generale (analize de sânge și urină, radiografie, ultrasunete) și specifice (bacteriologice, virologice, serologice, biologice moleculare), permițând dezvăluirea naturii bolii, a naturii bolii cursul și prognoza acestuia, fundamentează strategia și tactica măsurilor terapeutice și preventive Importanța diagnosticului de laborator în infectologie crește constant din trei motive obiective: privind evoluția agenților infecțioși; despre progresul biologiei moleculare și al medicinei moleculare; să dezvăluie dinamica maturizării răspunsului imun important pentru diagnostic Obiectul definirii devine din ce în ce mai mult nu numai bacteriile în sine, virușii, antigenele sau toxinele acestora, ci și elemente specifice ale genomului patogenului (ADN, ARN) În acest sens, pentru prima dată, a devenit posibilă detectarea rapidă a microorganismelor necultivabile și greu de cultivat direct în materialul patologic, precum și posibilitatea de a determina rapid rezistența la antibiotice a bacteriilor prin identificarea mutațiilor caracteristice în genomul acestora Dezvoltarea instrumentelor și metodelor de analiză de laborator în infectologie este complexă și sistematică: detectarea infecțiilor cu indicator HIV (infecții asociate HIV la pacienții infectați cu HIV); detectarea infecțiilor oportuniste la pacienții pe fondul terapiei imunosupresoare după transplant de organe și țesuturi și la pacienții cu hepatită virală cronică; ❖ controlul rezistenței la antibiotice (primar, secundar) a tulpinilor de agenți patogeni ai infecțiilor bacteriene Obiectivele specifice de cercetare pentru indicațiile clinice includ: ❖ Examinarea fecalelor pentru disbacterioză; identificarea riscurilor de infecție intranatală a fătului; privind diferențierea infecției perinatale, intranatale și postnatale a nou-născuților Concluzia de laborator bazată pe rezultatele unui studiu bacteriologic, serologic sau biologic molecular este folosită din ce în ce mai mult ca bază pentru stabilirea diagnosticului final al unei boli sau afecțiuni infecțioase (infecție latentă, bacteriopurtător) Acest lucru devine posibil prin integrarea diagnosticului de laborator cu alte discipline medicale, formularea corectă a problemei și alegerea unui algoritm eficient de examinare Condițiile prealabile pentru o muncă de succes includ, de asemenea: ❖ utilizarea unor metode adecvate de cercetare; <> disponibilitatea unui sistem de control intern si extern al calitatii; ❖ Interacțiunea serviciilor de laborator ale instituțiilor medicale și preventive și sanitare și epidemiologice; ❖ pregătirea laboratoarelor pentru modernizarea continuă a bazei metodologice și a instrumentării STUDII BACTERIOLOGICE DIAGNOSTICUL ETIOLOGIC AL INFECTIILOR BACTERIENE Principalele sarcini ale microbiologiei clinice: o identificarea etiologiei procesului infecţios; ❖ selectarea mijloacelor raționale de terapie etiotropă Aceste sarcini sunt strâns legate între ele, iar fără soluția cu succes a primei, este imposibil să o rezolvi pe a doua Procesul de diagnostic în microbiologia clinică constă din patru etape principale: ❖ formularea problemei și alegerea metodei de cercetare; ❖ selectarea, colectarea materialului de testat, depozitarea și transportul acestuia; <> cercetare; ❖ analiza rezultatelor obţinute Este important ca dintre cei patru pași indicați, doar unul (și chiar și atunci nu în toate cazurile) este complet efectuat în laborator Formularea problemei de cercetare este apanajul medicului curant În alegerea unei metode de cercetare, tipul de material studiat, funcțiile unui microbiolog sunt pur consultative Colectarea si transportul materialului se realizeaza mai des de catre personalul institutiei medicale si numai in cazuri speciale de catre personalul de laborator Analiza rezultatelor obținute este efectuată de medicul curant împreună cu microbiologul, cu toate acestea, dreptul și obligația de a face un diagnostic etiologic aparține primului dintre aceștia De aceea responsabilitatea pentru succesul unui studiu microbiologic nu poate fi pusă exclusiv pe seama laboratorului Fiabilitatea și semnificația clinică a informațiilor primite sunt determinate de consistența acțiunilor medicului curant și ale microbiologului Interacțiunea eficientă este posibilă doar pe baza înțelegerii reciproce, atunci când ambele părți țin cont de nevoile reciproce și de dificultățile care apar în rezolvarea sarcinilor atribuite fiecăreia dintre ele Formularea sarcinii de cercetare presupune crearea unei ipoteze de lucru despre posibila etiologie a procesului patologic la acest pacient Sarcina studiului determină atât alegerea metodei de cercetare, cât și tipul de material studiat și se reflectă în formularul de trimitere, care este atașat materialului livrat laboratorului Varietatea microorganismelor patogene determină varietatea metodelor utilizate pentru diagnosticarea bolilor infecțioase Fiecare dintre ele are avantajele și dezavantajele sale, dar nu există o metodă ideală care să fie la fel de eficientă în diagnosticarea oricărui proces patologic De asemenea, niciuna dintre metodele existente nu vă permite să determinați simultan toate microorganismele din materialul de testat De aceea, microbiologul, care, de regulă, nu vede pacientul, trebuie să își facă o idee despre presupusa etiologie a procesului patologic, determinată pe baza datelor clinice și epidemiologice Pentru diagnosticul de laborator al bolilor de natură infecțioasă, se folosesc următoarele metode: ❖ metode bazate pe detectarea agenților infecțioși (bacterii, viruși, ciuperci, protozoare): - metode microscopice (inclusiv bacterioscopice) bazate pe vizualizarea directă a agentului patogen în materialul patologic folosind diverse tehnici de microscopie; - metode de cultură (inclusiv bacteriologice), a căror componentă principală este cultivarea agentului patogen pe medii nutritive, în corpul animalelor de laborator sau în culturi de țesuturi pentru izolarea culturii sale pure și identificarea ulterioară; STUDII BACTERIOLOGICE - metode de detectare a produselor sintetizate de microorganisme în materialul de testat (de exemplu, acizi grași volatili în diagnosticul infecțiilor cauzate de anaerobi neformatori de spori sau o toxină în diagnosticul botulismului): - metode imunologice de indicare a antigenelor agenților patogeni din materialul de testat; - metode genetice bazate pe detectarea acizilor nucleici ai agentului patogen din materialul de testat; o-metode pentru detectarea unui răspuns imun activ - cel mai adesea prin creșterea titrului de anticorpi la antigenii patogeni (serodiagnostic) sau sensibilizare (alergodiagnosis); ❖ teste de laborator nespecifice, prin natura abaterii cărora se pot suspecta modificări patologice caracteristice proceselor infecțioase de o anumită etiologie (de exemplu, o modificare a activității transaminazelor în hepatita virală) Succesul izolării unei culturi pure a unui microorganism este determinat de alegerea corectă a mediului nutritiv și a condițiilor de cultivare Nu există un mediu nutritiv universal, a cărui utilizare să garanteze izolarea oricărui microorganism Detectarea agenților patogeni în materialul de testat care conține o cantitate semnificativă de microfloră asociată (de exemplu, fecale) necesită utilizarea unor medii nutritive elective concepute pentru a izola anumite tipuri de microorganisme Unele bacterii necesită condiții speciale de cultivare (microaerofile pentru Campylobacter, anaerobe pentru Clostridia și Bacteroids și o atmosferă îmbogățită cu dioxid de carbon pentru Neisseria) Toate acestea trebuie luate în considerare la trimiterea materialului la laborator, deoarece succesul studiului este determinat în mare măsură de corectitudinea diagnosticului preliminar de către medicul curant și, în consecință, de corectitudinea sarcinii atribuite laboratorului De exemplu, cu excepția cazului în care unui laborator i s-a solicitat în mod specific să efectueze teste fecale suplimentare pentru Cuwpylobacter spp sau C/, difficlle, răspunsul "nu au fost detectați agenți patogeni" poate însemna că nu au fost efectuate studiile necesare și că nu au fost căutate tipurile de bacterii indicate Metoda de cercetare trebuie aleasă ținând cont de întreaga gamă de proceduri diagnostice și terapeutice efectuate pentru acest pacient De exemplu, utilizarea unei metode bacteriologice pe fondul terapiei cu antibiotice va fi evident ineficientă Metodele care nu permit diferențierea microorganismelor vii și "ucise" (GTTsR, RIF) trebuie utilizate cu prudență atunci când se monitorizează rezultatele tratamentului Astfel de studii ar trebui efectuate nu mai devreme de câteva săptămâni după încheierea terapiei etiotrope, deoarece celulele microbiene moarte sau antigenele lor pot rămâne în organism mult timp și pot fi detectate folosind aceste metode Efectuarea unui test cutanat alergic în intervalul dintre administrarea a două seruri pereche în timpul serodiagnosticului poate duce la o creștere a titrului de anticorpi, care se datorează nu dezvoltării bolii, ci introducerii exogene a alergenului Alegerea tipului de material de testat depinde de boala specifică și de localizarea predominantă a agentului patogen în acest stadiu al dezvoltării procesului patologic Un exemplu clasic care confirmă importanța unei alegeri rezonabile a materialului în funcție de stadiul patogenezei bolii este febra tifoidă Cu această infecție, în diferite etape ale analizei bacteriologice, se examinează mai întâi sângele, apoi fecalele Este important să luați probe la momentul optim De exemplu, în cazul salmonelozei, probabilitatea izolării agentului patogen din fecale în a -a săptămână de boală este de ori, iar în a -a săptămână de , ori mai mică decât în timpul examinării din a -a săptămână Tuse convulsivă STUDII BACTERIOLOGICE probabilitatea de a detecta agentul patogen în mucusul nazofaringian în a -a săptămână de boală este de %, la a -a - %, iar la a -a se apropie de zero Procedurile de prelevare a probelor pentru examinarea bacteriologică sunt adesea destul de complexe din punct de vedere tehnic, iar implementarea lor corectă este crucială De exemplu, încălcarea regulilor de prelevare a sângelui duce la contaminarea probei cu microorganisme din piele sau din mediu și poate duce la un diagnostic etiologic eronat Complexitatea procedurii trebuie să justifice valoarea informațiilor obținute Cea mai eficientă modalitate de a obține urină pentru examinarea bacteriologică, care garantează la maximum absența contaminării cu microflora străină, este puncția suprapubiană a vezicii urinare Cu toate acestea, în practică, această metodă este rar utilizată din cauza traumei pentru pacient, limitată la studiul porțiunii medii a urinei eliberate liber În cele mai multe cazuri, timpul de la momentul preluării materialului până la începerea studiului este limitat (de multe ori nu trebuie să depășească ore) Daca este nevoie de marirea timpului de la momentul preluarii materialului pana la inceperea studiului in laborator, folosind unele metode de diagnosticare, materialul poate fi conservat In cazurile in care nu pot fi indeplinite conditiile de livrare a acestuia, ar trebui să refuze să folosească acest studiu și să încerce să găsească o metodă care să depindă mai puțin de natura transportului Efectuarea cercetărilor în laborator este reglementată de standarde naționale și instrucțiuni de la producătorii de reactivi și diagnostice Respectarea strictă a regulilor care determină tehnologia proceselor de diagnosticare asigură unificarea studiilor și posibilitatea de a compara datele obținute în diverse instituții Analiza rezultatelor cercetării include o evaluare a: <> fiabilitatea rezultatelor; <> caracterul complet al informațiilor primite: - semnificația etiologică a microorganismelor detectate Fiabilitatea rezultatelor analizelor este asigurată prin implementarea controlului extern și intern al calității cercetării în laboratoare Controlul extern se efectuează cu ajutorul inspecțiilor externe, inclusiv soluționarea problemelor de diagnosticare Pe baza rezultatelor unor astfel de inspecții, laboratoarele sunt autorizate pentru dreptul de a efectua teste de diagnostic Controlul intern al calității trebuie efectuat în mod continuu în laborator și are scopul de a proteja pacientul și medicul curant de la primirea de rezultate fals pozitive sau fals negative rezultate din erorile făcute în timpul lucrului Se efectuează cu ajutorul controlului intrării de reactivi și medii nutritive, utilizarea tulpinilor de referință de microorganisme, studiul probelor evident pozitive și negative În unele cazuri, probele de control sunt testate simultan cu fiecare probă În acest caz, rezultatele testelor sunt luate în considerare numai atunci când se obține rezultatul așteptat al controalelor Fiabilitatea rezultatelor este determinată nu numai de calitatea lucrărilor de laborator, ci și de respectarea regulilor de preluare a materialului și livrarea acestuia Din păcate, este departe de a fi întotdeauna posibilă identificarea erorilor făcute în această etapă a cercetării cu ajutorul metodelor de laborator, dar uneori este posibil De exemplu, detectarea epiteliului bucal și absența leucocitelor într-o probă de spută în timpul microscopiei indică amestecul unei cantități semnificative de salivă Examinarea bacteriologică a unei astfel de probe este nepractică Analiza completității informațiilor obținute implică soluționarea problemei suficienței rezultatelor testelor efectuate pentru stabilirea unei etiologice STUDII BACTERIOLOGICE diagnostic și necesitatea unor investigații suplimentare Într-un număr de oluchay, pot fi efectuate studii suplimentare fără a relua materialul De exemplu, pot fi determinați factorii de virulență ai unui agent patogen izolat sau pot fi efectuate teste serologice suplimentare la examinarea plasmei sanguine În alte cazuri, planul de cercetare ulterioară trebuie convenit cu medicul curant Diagnosticul etiologic precis al multor forme de patologie infecțioasă (febră Q, gastroenterocolită) este extrem de dificil sau chiar imposibil fără un set de teste de laborator În același timp, rezultatul unei analize de laborator nu este "adevărul suprem", iar diagnosticul final este pus de medicul curant pe baza întregului set de date clinice, inclusiv rezultatele metodelor obiective de cercetare, plângerile pacienților, date anamnestice etc Atunci când se evaluează semnificația diagnostică a unui studiu bacteriologic, este necesar să se rețină rezultatele inegale pozitive și negative Dacă detectarea unui microorganism în materialul de testat indică clar prezența acestuia în corpul pacientului în momentul studiului, atunci un rezultat negativ nu indică întotdeauna absența microorganismului În cadrul unui experiment special pe voluntari infectați cu tulpini virulente de Shigella și bolnavi de dizenterie, agentul patogen a fost izolat doar în % din cazuri Motivele pentru care agentul patogen nu poate fi izolat de la un pacient cu o anumită boală infecțioasă sunt diverse Acestea includ distribuția neuniformă a microorganismelor în masa totală a materialului studiat și modificarea în timp a intensității eliberării agenților patogeni din corpul pacientului Prin urmare, probabilitatea detectării microorganismelor patogene crește brusc odată cu creșterea frecvenței de examinare a pacientului și creșterea numărului de tipuri de materiale studiate Deci, pentru a identifica agentul patogen la pacienții cu tricomoniază acută, este necesar un studiu triplu al preparatelor native și colorate, iar în formele cronice, un studiu de cinci ori Astfel, un rezultat negativ al unui examen bacteriologic, în special unul singur, nu este o bază suficientă pentru excluderea unei boli infecțioase Faptul de a detecta un microorganism patogen fără legătură cu circumstanțe specifice nu este întotdeauna o bază suficientă pentru a face un diagnostic specific Acest lucru se datorează răspândirii largi a bacteriopurtătorului într-o serie de forme nosologice Semnificația faptului de detectare a unui microorganism patogen este determinată în mare măsură de tipul de material studiat De exemplu, detectarea febrei tifoide în sânge, răzuire a rozolei sau urină are o valoare diagnostică mai mare decât izolarea S typhi din fecale sau bilă În ultimele două cazuri, prezența unei alte boli infecțioase se datorează probabil purtării S typhi Cea mai mare dificultate este interpretarea rezultatelor cercetărilor bacteriologice în cazul detectării microorganismelor oportuniste, dintre care multe sunt reprezentanți ai microflorei normale În același timp, ar trebui să vorbim despre dovada rolului etiologic al microorganismului izolat ca etapă specială a studiului diagnostic Nu există criterii universale de evaluare a semnificației diagnostice a faptului de detectare a anumitor microorganisme oportuniste Cele mai des luate în considerare sunt următoarele: ■> numărul de microorganisme dintr-o anumită specie din materialul de testat; frecvența constatărilor unui anumit microorganism în același material de testat la indivizi sănătoși; STUDII BACTERIOLOGICE reizolarea unui tip de microorganisme pe parcursul bolii și dispariția acestuia pe măsură ce se recuperează; ❖ o creștere a titrului de anticorpi la acest tip de microorganism detectată prin studii serologice; ❖ depistarea simultană a unui anumit tip de microorganisme la un număr de pacienţi cu un tablou clinic similar şi o sursă (factor) de infecţie similară Nu mai puțin dificilă este evaluarea rezultatelor studiilor serologice Doar în câteva cazuri (sifilis, hepatită virală) este însuși faptul de a detecta anticorpi cu o anumită specificitate de valoare diagnostică Mai des, diagnosticul se face folosind unul dintre cele două criterii de diagnosticare - un titru de diagnostic sau o creștere a titrului de anticorpi Titrul de diagnostic este o valoare condiționată a titrului de anticorpi din serul sanguin față de un anumit agent patogen, al cărui exces poate fi considerat un semn al unei boli Valoarea titrului de diagnostic este stabilită empiric pentru fiecare boală și fiecare reacție serologică În acest caz, dacă sunt utilizate mai multe reacții serologice pentru a diagnostica o boală, valorile titrurilor de diagnostic pentru fiecare dintre ele pot să nu coincidă, deoarece testele diferă prin sensibilitatea lor De asemenea, diferențele dintre valorile titrurilor de diagnostic sunt posibile atunci când se utilizează aceeași reacție folosind diferite preparate de diagnosticare, deoarece în acest caz pot fi detectați anticorpi la diferiți antigeni Valoarea titrului de diagnosticare este dată în prospect, care este inclus în fiecare cutie cu preparatul de diagnostic Pentru a determina creșterea titrului de anticorpi, este necesar să se examineze două seruri ale pacientului, luate cu un interval de - zile Este important de reținut că ambele seruri trebuie testate în același test serologic Astfel, pentru a evalua rezultatul, nu este suficient ca medicul să cunoască valoarea absolută a titrului de anticorpi; sunt necesare și informații despre tipul de reacție serologică livrată Această informație este și mai importantă dacă ținem cont de faptul că dinamica modificărilor titrului de anticorpi, determinată în diverse teste, nu coincide cu unele boli De exemplu, cu tifos, cu ajutorul RIGA, anticorpii pot fi detectați în titruri mari în stadiile incipiente ale bolii și în perioada de vârf, dar nu după recuperare În CSC, dimpotrivă, titrul de anticorpi crește mai lent, dar rămâne ridicat mult timp după recuperare Astfel, comparând datele obținute cu ajutorul diferitelor reacții serologice, medicul în unele cazuri poate obține informații suplimentare valoroase Metodele moderne de serodiagnostic fac posibilă determinarea concentrației în plasma sanguină a imunoglobulinelor din anumite clase cu o anumită specificitate După primul contact cu microorganismul, este indusă formarea de IgM specifice Titrurile de IgM cresc rapid și ating un maxim, apoi scad relativ rapid IgG apar mai târziu, dar durează mai mult în titruri mari La contactul repetat cu același antigen (răspuns imun secundar), IgM este produsă în cantități mici, reacția imunității umorale se manifestă prin creșterea titrurilor de IgG În acest sens, raportul dintre IgM și IgG poate distinge răspunsul imun primar (boală acută) de cel secundar (recădere sau reinfecție) Diferențele de natură a imunoglobulinelor formate în răspunsurile imune primare și secundare trebuie reținute atunci când se evaluează rezultatele obținute folosind unele metode imunologice moderne (de exemplu, ELISA) Majoritatea sistemelor de testare ELISA produse pentru serodiagnostic vă permit să determinați titrul de IgM sau IgG În consecință, laboratorul oferă medicului informații nu despre titrul de anticorpi în general, ci despre titrul de imunoglobuline din clasa corespunzătoare În funcție de situația clinică specifică, interpretarea faptului STUDII BACTERIOLOGICE Diferența dintre titrurile mari sau scăzute de IgM și IgG va fi diferită În special, titrurile scăzute sau absența IgM nu pot fi întotdeauna privite ca un fapt care indică absența unei boli PRINCIPII ALE STUDIULUI BACTERIOLOGIC AL TIPURILOR INDIVIDUALE DE MATERIAL BIOLOGIC ŞI INTERPRETAREA REZULTATELOR LOR Sânge Indicațiile pentru un test bacteriologic de sânge sunt: o tabloul clinic al sepsisului; o stări febrile de etiologie necunoscută; Despre pneumonie; ■> suspiciune de boli infecţioase - febră tifoidă şi febră paratifoidă, salmoneloză, bruceloză, febră recidivă, leptospiroză, malarie, meningită epidemică, infecţii pneumococice, PTI (dacă este prezentă), infecţii stafilococice şi streptococice, tularemie, antrax Numărul de probe de sânge prelevate independent și timpul prelevării acestora este determinat de medicul curant, în funcție de caracteristicile stării clinice a pacientului (Tabelul - ) De regulă, se prelevează cel puțin - probe de sânge de la pacienți din vase diferite sau părți diferite ale aceluiași vas Acest lucru este necesar pentru a diferenția bacteriemia adevărată de contaminarea accidentală a sângelui La pacienții care primesc medicamente antibacteriene, probele trebuie colectate imediat înainte de introducerea (primirea) următoarei doze de medicament În prezența febrei, prelevarea de sânge este optimă pe fondul creșterii temperaturii corpului (nu în vârful febrei!) Tabelul - Numărul recomandat de probe de sânge prelevate în funcție de situația clinică Starea clinică Numărul de probe Note Sepsis acut, meningită, osteomielita, artrită, pneumonie acută și pielonefrită Din vase sau secțiuni ale unui vas de sânge înainte de a începe terapia cu antibiotice Febră de origine necunoscută probe din diferite vase de sânge (diferite părți ale vasului), după - de ore - încă probe Endocardită infecțioasă în timpul exacerbării Din locuri vasculare ( vase diferite) în primele - ore de febră (nu în vârful febrei!) și înainte de terapia cu antibiotice Endocardită infecțioasă subacută sau indolentă - Mai întâi, probe cu un interval de minute sau mai mult, dacă toate probele sunt negative, în a -a zi - încă probe Endocardita infecțioasă pe fondul terapiei cu antibiotice probe separate în fiecare din zile cu dinamica clinică pozitivă a terapiei cu antibiotice Sepsis lent pe fondul terapiei cu antibiotice probe în de ore; probele trebuie recoltate imediat înainte de introducerea (recepția) următoarei doze de medicament antibacterian STUDII BACTERIOLOGICE Prelevarea de probe de sânge Probele pentru determinarea prezenței agenților biologici în sânge se obțin prin puncția venelor periferice, arterelor sau din călcâi (la nou-născuți) În acest scop, puteți utiliza seringi sterile de unică folosință sau de sticlă cu un volum de ml (pentru pacienții adulți) sau ml (pentru copii) În schimb, utilizarea tuburilor cu vid, care sunt sisteme sterile complet închise, garantează împotriva contaminării străine a probelor în timpul colectării, transportului și depozitării acestora Recoltarea probelor din cateterele intravenoase sau intra-arteriale rezidente este permisă numai în cazurile de suspiciune de sepsis al cateterului sau imposibilitatea obținerii acestuia prin puncție venoasă Zona de piele selectată pentru puncția vasului de sânge se dezinfectează cu un tampon umezit cu alcool etilic %, iar apoi cu un alt tampon umezit cu soluție de iod - % sau alt dezinfectant, într-o mișcare circulară, începând din centru, pt s Nu puteți palpa vasul după tratamentul pielii înainte de introducerea acului Puncția vasului se efectuează după uscarea completă a zonei pielii tratate După prelevarea probei și îndepărtarea acului, locul injectării este tratat cu alcool etilic % Probele de sânge în tuburi vidate sunt prelevate în următoarea ordine: ❖ capătul scurt al acului dublu pentru tuburi de vid este eliberat de protecția din plastic și acul este fixat în suport; <>■ îndepărtați protecția din plastic de la capătul lung al acului și perforați vasul; o tubul de vid se introduce în suport până când capacul tubului este perforat cu capătul "eprubetă" al acului dublu; o la sfarsitul aspirarii in vid a sangelui, scoateti tubul de pe ac si asezati-l intr-un suport pentru transport imediat la laborator pentru insamantare; ❖ scoateți acul din venă, demontați-l din suport folosind profilul de demontare al unui recipient special pentru deșeuri (în lipsa acestuia, manual, după ce ați acoperit cu grijă acul cu o protecție din plastic) După puncția unui vas de sânge (indiferent de ce mijloace a fost efectuată), pentru a preveni eventualele iritații (arsuri), reziduurile de iod sunt îndepărtate din zona pielii pacientului cu un tampon umezit cu alcool etilic % Atunci când se folosesc flacoane fabricate industrial cu un mediu și reactivi care neutralizează antibioticele și distrug celulele sanguine, sau fără acestea, interne și de import, adulții primesc - ml de sânge cu o seringă, la copii - în funcție de vârstă (Tabelul - ) ) Tabelul - Volumul de probe de sânge recomandat pentru examinarea bacteriologică a copiilor Vârstă, ani Volumul "r-Vi, introdus în fiole, ml Cercetare materială Imediat după administrare, sângele se seamănă pe medii nutritive în proporție de : - : pentru a elimina efectul bactericid al sângelui prin diluarea acestuia Tehnica de inoculare depinde de tipul de mediu nutritiv utilizat STUDII BACTERIOLOGICE Pe mediile preparate de laborator ambalate în flacoane cu dopuri de bumbac, inocularea se efectuează după cum urmează: -y- scoateți acul din seringă; deschideți sticla peste flacăra unei lămpi cu alcool; > adăugați jumătate din proba de sânge din seringă în flacon; cu grijă, pentru a nu înmuia dopul, amestecați conținutul flaconului într-o mișcare circulară; daca pe sticle exista capace de protectie, acestea se scot (rabat) fara a deschide dopul; <> dopurile de flacoane se tratează cu alcool etilic % (utilizarea tincturii de iod este determinată de recomandările producătorului mediului de cultură); • Sângele este adăugat în volume egale la mediile nutritive aerobe și anaerobe prin străpungerea dopurilor flacoanelor Hemoculturile prelevate în afara laboratorului sunt duse imediat la acesta din urmă, ferite de răcire Bacterioscopia sângelui este utilizată pe scară largă pentru a diagnostica boli infecțioase însoțite de bacteriemie (de exemplu, febră recidivantă) Sânge pentru examinare bacterioscopică cu tipul corect de febră se ia cu ore înainte de debutul preconizat, cu tipul greșit - seara Pentru examinarea bacterioscopică se prepară un frotiu și un preparat dintr-o picătură groasă • Pentru a pregăti un frotiu, se aplică o picătură de sânge cu diametrul de - mm pe o lamă de sticlă fără grăsime lângă toți Un pahar cu marginea lustruită este plasat în fața unei picături de sânge la un unghi de ° și materialul este distribuit uniform pe suprafață cu o mișcare lină Utilizarea unei spatule speciale din plastic cu microfibre face posibilă obținerea de frotiuri de aceeași grosime și evitarea rănirii accidentale a pielii lucrătorilor medicali în timpul acestei proceduri • Pentru prepararea unui preparat de picătură groasă, se aplică pe pahar o picătură de sânge cu diametrul de aproximativ mm și se distribuie cu un ac sau o pipetă pentru a forma un disc cu diametrul de - mm Grosimea captcha-ului ar trebui să vă permită să vedeți un font de gaz prin el • Uneori se prepară un frotiu și o picătură groasă pe aceeași lamă Pentru a face acest lucru, se aplică încă o picătură de sânge pe suprafața frotiului pregătit așa cum este descris mai sus înainte de a se usca, care, de regulă, se răspândește pe discul corect cu grosimea necesară • Preparatele se usucă (picătura groasă se usucă în - ore) și se livrează la laborator cu grija necesară Laboratorul bacteriologic, la examinarea culturilor de sânge, dă un răspuns cu rezultat negativ dacă nu a existat o creștere a microorganismelor în decurs de zile de la incubare Dacă un pacient este suspectat de a avea o infecție intravasculară sau bruceloză, care ar trebui notat în direcția cercetării, este nevoie de incubație prelungită până la lună a culturilor Hemoculturile de rutină nu asigură detectarea unui număr de microorganisme Lista lor, precum și metodele de detectare sunt prezentate în tabel - STUDII BACTERIOLOGICE Tabelul zO- Microorganisme, a căror detectare în sânge necesită utilizarea unor tehnici speciale de diagnosticare Microorganism Metode speciale de detectare Borrelia spp B recurrentis, B persica B latyschewwii (agenți cauzatori ai febrei recidivante) - bacterioscopie a frotiurilor de sânge colorate conform Romanovsky-Giemsa B burgdarferi - inoculare pe medii speciale (neutilizate în practică) Brucella spp Aplicarea unui mediu nutritiv special de incubare într-o atmosferă cu - % dioxid de carbon Cardiobacterium hominis Incubare într-o atmosferă îmbogățită cu dioxid de carbon, transferând din medii nutritive lichide în medii solide care conțin extract de drojdie Legionella spp Transferul din medii aerobe și anaerobe normale pentru hemoculturi primare în agar pre-ardere pe cărbune pentru Legionella Leptospira spp Microscopia preparatelor sanguine cu citrat, hemocultură ( picături fiecare) în - eprubete cu apă distilată sau mediu nutritiv special, biotest Mycobacterium spp* Inocularea sedimentului de sânge lizat centrifugat, utilizarea analizoarelor bacteriologice automate Bartonella (Rochalimaea) spp Utilizarea unor metode speciale de tratare înainte de însămânțare a sângelui, medii nutritive și tehnici de incubare Streptobacillus moniliformis Microscopia preparatelor sanguine cu citrat, utilizarea unor metode speciale de tratare a sângelui înainte de însămânțare, incubarea într-o atmosferă cu un conținut ridicat de dioxid de carbon ' Este recomandabil să se efectueze un test de sânge la pacienții imunocompromiși cu suspiciune de infecție generalizată cauzată de micobacterii atipice Există sisteme automate pentru indicarea creșterii microbiene în culturile de sânge Utilizarea lor vă permite să accelerați rezultatele și contribuie la numirea mai devreme a unui tratament adecvat Detectarea creșterii microbiene se realizează prin producția de dioxid de carbon, modificarea pH-ului, conductivitatea electrică, potențialul redox sau turbiditatea mediului nutritiv (mai mulți parametri pot fi luați în considerare simultan) fluid cerebrospinal Indicația pentru un studiu LCR este suspiciunea de neuroinfecție Dacă se suspectează meningită purulentă, laboratorul este trimis: Pacientul este întins pe o parte pe pat, în care partea din față este coborâtă cât mai mult posibil Capul pacientului este apăsat pe piept, iar picioarele - spre stomac, spatele trebuie să fie îndoit cât mai mult posibil <> Determinați reperele anatomice necesare pentru a selecta locul puncției Puncția se efectuează între vertebrele lombare (Gsch-C ) și lombosacrale (L^-Sj) o Tratați zona de puncție cu o soluție antiseptică, apoi cu alcool etilic % ❖ Palpați punctul de puncție și injectați o soluție anestezică în această zonă: după ce dezinfectantul se usucă, medicul, folosind o seringă de unică folosință cu volumul de - ml și un ac nr sau nr , prelevează un aspirat din adâncimea plăgii; ❖ dacă există o veziculă, se prelevează lichid și celule la baza defectului; ❖ dacă încercarea de aspirare eșuează, injectați subcutanat soluție sterilă de clorură de sodiu , % și încercați să prelevați din nou aspiratul; ❖ dacă această încercare eșuează, un mediu nutritiv lichid sau o cantitate mică de soluție de clorură de sodiu , % este trasă prin ac în seringă, acul este clătit și lichidul rezultat este folosit ca material de testare; ❖ dacă există drenaje în plagă, se prelevează din ele - ml de scurgere cu o seringă; ❖ aspiratul din seringă, după scoaterea acului, se toarnă într-o eprubetă cu mediul de transport Ames, Stewart sau alt mediu nutritiv care asigură conservarea anaerobilor neformatori de spori; ❖ puteți impregna un tampon steril cu aspirat și îl puteți scufunda în mediul de transport; ❖ dacă se garantează livrarea imediată a materialului la laborator, se permite transportul materialului direct într-o seringă cu ac, punându-i un capac de protecție Prelevarea biopsiei: la colectarea materialului în timpul operației, bucăți de țesut ( - ml) sunt plasate într-un recipient steril sau recipient de sticlă; STUDII BACTERIOLOGICE ■> Trebuie adăugate - ml soluţie de clorură de sodiu , % pentru a preveni uscarea materialului Suspiciunea de infecție anaerobă apare în prezența unui miros putrefactiv neplăcut de scurgere a plăgii, necroză tisulară, abcese profunde, gaze în țesuturi sau un tablou clinic de gangrenă gazoasă, colorare neagră a exudatului În astfel de cazuri, materialul pentru examinarea bacteriologică este colectat: <> în flacoane sau eprubete cu bază de agar și atmosferă anaerobă cu indicator pentru controlul acestuia, în care este livrat materialul de aspirație; o într-o pungă specială sau sistem de eprubete din care s-a îndepărtat oxigenul; Pacientul este avertizat în prealabil despre importanța obținerii exacte a sputei, și nu a salivei sau a mucusului nazal, precum și asupra necesității de a se spăla pe dinți și de a clăti gura cu apă fiartă înainte de a colecta materialul o Un lucrător sanitar în mască, mănuși de cauciuc și șorț de cauciuc este amplasat în spatele pacientului, astfel încât direcția de mișcare a aerului să fie de la acesta către pacient, scoate capacul din recipientul de colectare a sputei și îl transmite pacientului În absența sputei cu o seară înainte sau dimineața devreme în ziua programată pentru recoltare, pacientului i se prescrie un expectorant sau inhalații iritante Separarea sputei poate fi îmbunătățită prin inhalare, pentru care se folosește o soluție din următoarea compoziție: g de clorură de sodiu și g de bicarbonat de sodiu se dizolvă în litru de apă distilată sterilă Pacientul trebuie să inhaleze - ml dintr-o soluție încălzită la - °C timp de cel puțin - minute Materialul colectat în acest mod nu este supus conservării și trebuie examinat în aceeași zi În direcție, este necesar să rețineți că materialul a fost obținut după inhalare Cercetare materială Pentru a pregăti un frotiu din spută, distribuit într-un strat subțire de-a lungul fundului vasului Petri, folosind două ace sau pensete, se selectează bulgări mucoși sau purulenti și se transferă în mijlocul lamei de sticlă Apoi, după metoda clasică "două pahare", se ia un al doilea pahar și se pune deasupra primului Bucățile de spută sunt frecate între două pahare până când se obține un frotiu suficient de subțire În același timp, pentru a evita infectarea mâinilor lucrătorului atât pe primul cât și pe cel de-al doilea pahar, frotiurile nu trebuie să ocupe mai mult de / - / din suprafață Preparatele se usucă și se fixează pe flacără unu STUDII BACTERIOLOGICE dintre frotiuri sunt colorate cu Gram, al doilea este necolorat microscopic pentru a detecta drusele de actinomicete sau miceliul ciupercilor Această tehnică este asociată cu un risc ridicat pentru personalul medical, mai ales în cazurile de tuberculoză Dacă se suspectează tuberculoza, se recomandă folosirea unui bețișor de lemn pentru a pregăti frotiurile de spută, care se sparge în jumătate înainte de lucru Cu ajutorul bețișoarelor sparte, se selectează - bulgări purulente mici, cele mai dense, din diferite părți ale probei de spută, se transferă în sticlă, se frământă dacă este necesar și se distribuie uniform într-un strat subțire în centrul paharului pe o suprafață aproximativă Dimensiunea x cm sub formă de oval Bastoanele folosite sunt aruncate într-un recipient cu o soluție dezinfectantă Dacă se folosesc bucle sau ace bacteriologice pentru a pregăti un frotiu, există riscul formării de aerosoli de spută atunci când sunt arse în flacără după utilizare Pentru a preveni formarea unui aerosol, instrumentul este curățat în prealabil de reziduurile de spută prin scufundare de - ori într-un borcan de nisip umplut cu alcool etilic și numai după aceea este ars într-o flacără a arzătorului Nisipul rămâne potrivit pentru acest scop o perioadă lungă de timp, cu condiția ca soluția de etanol să fie reînnoită periodic, astfel încât nivelul acestuia să depășească nivelul nisipului cu cel puțin cm Frotiurile preparate se pun pe tavi (tavi) timp de - de minute si se usuca la temperatura camerei Fixarea frotiurilor umede este inacceptabilă Pentru fixare, frotiul se trage încet de trei ori prin treimea superioară a flăcării arzătorului Durata frotiului în flacără nu trebuie să depășească - s, În funcție de obiectivele studiului, se prepară mai multe frotiuri care se colorează după Gram Zielu-Neelsen sau microscopic într-o formă nativă pentru a identifica miceliul ciupercilor și drusele actinomicetelor Când se examinează un număr mare de probe (mai mult de pe zi), este recomandabil să se folosească colorarea cu coloranți fluorescenți urmată de microscopie fluorescentă în locul colorației Ziehl-Neelsen pentru a detecta microorganismele rezistente la acid (AFM) Inițial, pregătirea sputei este microscopizată la un microscop cu mărire redusă (lentila x ) pentru a evalua corectitudinea prelevării materialului și gradul de contaminare a acestuia cu salivă, iar apoi se efectuează o microscopie pe frotiu la mărire mare (lentila de imersie x sau x ) pentru a detecta bacteriile Examenul bacteriologic al sputei se efectuează printr-o metodă calitativă sau cantitativă Atunci când se folosește o metodă calitativă, sputa este turnată într-un vas Petri și se selectează - bulgări purulente folosind ace și pensete Glumele de spută sunt spălate de trei ori în cutii Petri cu o soluție sterilă de clorură de sodiu , % pentru a îndepărta microflora însoțitoare care s-a acumulat în tractul respirator superior și cavitatea bucală Apoi sunt transferate într-un mediu nutritiv și frecate uniform cu o spatulă pe suprafața sa Culturile sunt incubate la °C Apa de spălare a bronhiilor se inoculează într-un mod similar, dar fără spălarea prealabilă a cocoloașei purulente Baza metodei de cercetare cantitativă este inocularea diluțiilor preparate din omogenat de spută pe medii nutritive dense Dintre numeroasele metode de omogenizare a sputei, cea mai convenabilă și sigură pentru personalul medical este utilizarea acetilcisteinei mucolitice În acest caz, se adaugă volume egale de spută și soluție de acetilcisteină , % într-un vas nemetalic și se amestecă bine cu o pipetă cu un bec de cauciuc timp de - minute Acetilcisteina nu numai că nu inhibă creșterea Str pneutopiae și H influenzae, dar stimulează și dezvoltarea acestuia din urmă datorită eliminării efectului inhibitor STUDII BACTERIOLOGICE mucină Cultura omogenată de spută poate fi efectuată folosind metoda Gold, similară uroculturii Evaluarea rezultatelor cercetării Detectarea unui număr mare de celule epiteliale, în special în absența granulocitelor, într-un preparat de spută sub mărire redusă la microscop, indică faptul că materialul a fost preluat incorect (cu saliva) Pentru a spori obiectivitatea evaluării, se poate folosi una dintre următoarele scale Utilizarea fiecăruia dintre ele implică microscopia unui frotiu colorat cu Gram dintr-o parte purulentă a sputei cu o mărire redusă (obiectiv xIO) Când se utilizează scara Barlett, sunt vizualizate - de câmpuri vizuale, oferind fiecăruia o evaluare și însumând scorurile (Tabelul - ) Apoi se calculează scorul mediu - se adună toate punctele acumulate și se împarte suma la numărul de câmpuri vizualizate Dacă rezultatul este sau mai mic, există puține șanse de inflamație sau sputa este probabil contaminată în gură Astfel de probe nu sunt supuse examinării bacteriologice, iar recoltarea sputei trebuie repetată Tabelul - Schema Barlett pentru evaluarea corectitudinii colectării sputei Tip de celule Numărul de celule din câmpul vizual în timpul microscopiei cu lentilă x Scor Neutrofile + Prezența Slime + Celulele epiteliale - - > - La evaluarea sputei conform lui Mshtau Washington, eșantionul aparține unui anumit grup conform tabelului - În acest caz, doar probele aparținând grupei - sunt supuse examinării bacteriologice Tabelul - Schema Murray Washington pentru evaluarea corectitudinii colectării sputei Grup Numărul de celule din câmpul vizual în timpul microscopiei cu un obiectiv x celulele epiteliale leucocite - s - - bastonașe gram-negative - Enterobacteriaceae, Pseudomonasspp , Haemophilus spp , anaerobi neformatori de spori; baghete gram-negative cu capete rotunjite, înconjurate de o capsulă - Klebsiella spp : baghete gram-negative polimorfe mici sub formă de ciorchini - Naet ork ilus spp ; fragmente de miceliu purpuriu subțire, neseptat, ramificat, spori violet închis și druse roz - Actinomyces spp Infecția acută se caracterizează prin prezența în spută a - tipuri de bacterii situate în apropierea granulocitelor Microorganismele-contaminante care au pătruns în spută din cavitatea bucală sunt localizate mai des în apropierea celulelor epiteliale Detectarea a trei sau mai multe microorganisme pneumotrope în majoritatea câmpurilor vizuale este semnificativă din punct de vedere diagnostic Analiza rezultatelor microscopiei frotiului de spută în combinație cu caracteristicile clinice și radiologice ale evoluției bolii face posibilă efectuarea unui diagnostic clinic și bacteriologic precoce la mai mult de % dintre pacienții cu pneumonie acută sau, cel puțin, facilitează diagnosticul empiric alegerea unui medicament antibacterian bazat pe predominanța microflorei gram-pozitive sau gram-negative Este necesar să se sublinieze importanța examinării bacterioscopice a sputei în pneumonita distructivă (abces pulmonar, gangrena pulmonară) Un microbiolog cu experiență, bazat pe morfologia microorganismelor detectate prin bacterioscopie, poate face o judecată mai precisă asupra etiologiei procesului decât este posibil atunci când analizează rezultatele unei metode bacteriologice de rutină Acest lucru se datorează faptului că inocularea pe medii nutritive, care sunt utilizate în mod curent în laboratoarele practice, nu face întotdeauna posibilă depistarea anaerobilor obligatorii, care joacă un rol principal în această patologie În plus, rezultatele unui studiu bacteriologic țintit pentru microorganismele anaerobe obligate care nu formează spori pot fi obținute numai în ziua - Pe baza examinării inițiale a culturilor, numărul de microorganisme din spută este estimat aproximativ folosind următoarele criterii: ❖ Grad I - creștere foarte slabă - creștere a coloniilor individuale (până la ); ❖ Gradul II - creștere slabă - creștere a - colonii; ■o- gradul III - creştere moderată - creşterea multor colonii numărabile (cel puţin ); ❖ Gradul IV - creștere abundentă - creștere continuă a nenumărate colonii Gradele I și II de creștere indică contaminarea materialului de testat sau a purtătorului bacteriologic, iar III și IV indică semnificația etiologică a acestui microorganism Izolatele bacteriilor izolate din spută în culturi pe medii nutritive sunt identificate după proprietăți culturale, morfologice, tinctoriale, biochimice și, în unele cazuri, după structura antigenică STUDII BACTERIOLOGICE material de armură Indicații pentru prelevarea și examinarea probelor: boli inflamatorii ale tractului respirator inferior în absența sputei Preluarea materialului Tampoane, răzuire și biopsii sunt prelevate din bronhii pentru cercetare Concentrația de microorganisme în tampoane este de - de ori mai mică decât în spută, astfel încât examenul bacteriologic al acestora are valoare diagnostică mai mică Cel mai simplu mod de a obține un lavaj traheobronșic este prin următoarea metodă: ❖ se injectează în trahee aproximativ ml de soluție sterilă de clorură de sodiu , % cu o seringă laringiană folosind aparatul Bobrov și se recoltează lavajul traheobronșic la tuse; ❖ La copiii mici se injectează în trahee printr-un cateter - ml soluție de clorură de sodiu , % și apoi se aspiră lavajul traheobronșic cu o seringă Cu ajutorul bronhoscopiei se pot obține: <> lavaj bronhoalveolar (de preferat); înroșirea bronhiilor (sensibilitate scăzută în diagnosticul de pneumonie); ❖ răzuire din bronhii (mai semnificativă decât înroșirea); ❖ biopsii Spălarea bronhiilor sau lavajul bronhoalveolar se realizează prin injectarea unei soluții sterile de clorură de sodiu , % cu o seringă prin canalul de biopsie al bronhoscopului în porții separate de - ml Înainte de introducerea fiecărei porțiuni următoare, lichidul este aspirat cu o seringă și transferat într-un recipient steril În același timp, se folosește un container nou pentru fiecare porție nouă La discreția medicului curant, pot fi combinate tampoane separate prelevate din diferite zone ale plămânilor În direcția indicați volumul total al soluției de clorură de sodiu , % injectată Pentru a obține o răzuire din bronhii, prin canalul de biopsie al bronhoscopului se introduce un cateter dublu telescopic cu un capăt distal tratat cu polietilen glicol sau alt reactiv adecvat, pentru a preveni contaminarea probei Materialul se pune intr-un recipient steril gol si intr-o eprubeta cu mediu tioglicina (mediu SCS) sau un conservant special pentru anaerobii obligatorii Probele de biopsie sunt livrate laboratorului în tuburi Eppendorf umplute cu soluție sterilă de clorură de sodiu , % sau mediu tioglicol Cercetare materială Semănatul materialului prelevat se face pe agar-sânge, ciocolată, sare biliară, medii Endo, Sabouraud și altele, a căror alegere este determinată de presupusa etiologie a bolii Evaluarea rezultatelor Evaluarea rezultatelor unui studiu bacteriologic al materialului prelevat din bronhii se realizează pe baza unei analize a informațiilor privind compoziția microflorei în specii (conform studiilor bacterioscopice și bacteriologice), a numărului de tipuri individuale de microorganisme, stabilitatea izolării lor în timp, reședințe clinice de vară și rezultate ale tratamentului Atunci când se evaluează rezultatele unui studiu bacteriologic, este necesar să se țină cont de importanța decisivă a anumitor tipuri de microorganisme în situații clinice tipice: ■> pneumonie crupusă - Str peitopiae, pneumonie lobară - Str pneutopiae, Klebsiella spp , Staphylococcus spp ' ❖ pneumonie focală - Str pneumoniae, H influenzae, enterobacterii, P aeruginosa; STUDII BACTERIOLOGICE ❖ pneumonie atipică primară - micoplasme, legionella sau chlamydia; pneumonie de aspiraţie - enterobacterii, P aeruginosa, anaerobi; <> pneumonie pe fondul imunodeficienței - enterobacterii, Staphylococcus spp Pneumonia spitalicească la nou-născuți (în primele zile de viață) este cauzată mai des de Streptococcus spp, E coli, mai rar de aureus, Chlamydia trachomatis, Pseudomonas spp La pacienții cu fibroză chistică, R aeruginosa se găsește cel mai adesea în bronhii și plămâni Rolul principal în etiologia bolilor pulmonare infecțioase acute îl au anaerobii neformatori de spori și Staphylococcus spp Bronșita acută și bronșiolita sunt cauzate, de regulă, de viruși sau micoplasme, dar din a -a- -a zi de boală se complică prin adăugarea unei infecții bacteriene, cel mai adesea cauzată de Str peitopiae sau H influenzae Rolul principal în etiologia pneumoniei comunitare îl joacă Str pneutopiae Cu ajutorul culturii cantitative a probelor, este posibil să se clarifice etiologia pneumoniei acute, folosind următoarele criterii: diagnostic de febră tifoidă (de la sfârșitul săptămânii a -a de boală), leptospiroză Preluarea materialului Într-un recipient steril, o porțiune medie de urină eliberată liber este colectată într-un volum de - ml Femeilor li se recomandă să treacă - porții de urină în - zile Înainte de a lua probe de urină, pacientul trebuie să facă o toaletă amănunțită a organelor genitale externe Aceasta este o situație rară când un lucrător sanitar nu poate controla respectarea regulilor de colectare a materialului Prin urmare, este important să se explice în detaliu pacientului regulile de colectare a urinei Este recomandabil să tipăriți instrucțiunile de pe spatele formularului de recomandare Instructiuni pentru barbati: ❖ spălați-vă bine mâinile; ъ spălați penisul bine cu apă caldă și săpun și uscați-l cu o cârpă sterilă; ❖ expune capul penisului și eliberează o cantitate mică de urină; <> întrerupeți urinarea și eliberați o porțiune de urină într-un recipient steril; <> se închide recipientul și se transferă în laborator Instructiuni pentru femei: ❖ spălați-vă bine mâinile; spălați organele genitale folosind tampoane de tifon sterile și apă caldă cu săpun din față în spate; o clătiți din nou organele genitale cu apă caldă și ștergeți cu o cârpă sterilă; este de dorit să închideți deschiderea vaginului cu un tampon de bumbac steril; pe tot parcursul procedurii, mențineți labiile depărtate; ■ - urineaza, eliberand prima portiune de urina; ❖ eliberați o porțiune de urină într-un recipient steril; ❖ se închide recipientul și se transferă în laborator STUDII BACTERIOLOGICE Instrucțiuni pentru copiii care colectează urină de la copiii mici: ❖ lăsați copilul să bea apă sau alt lichid; incapacitatea de a obține urină în mod natural; titrul de microorganisme care nu depășește * CFU/ml - contaminare naturală a urinei: ❖ Titrul bacterian de la la CFU/ml este un rezultat îndoielnic, este necesar să se repete studiul: o titrul bacterian egal sau mai mare de CFU/ml este un nivel de diagnostic Aceste rate sunt în prezent în curs de revizuire, deoarece sunt prea scăzute și fac ca un număr mare de infecții ale tractului urinar să fie subdiagnosticate Conform Ghidurilor europene pentru analiza urinei ( ), nivelurile diagnostice ale bacteriuriei trebuie luate în considerare: la izolarea unei monoculturi de E coli si S saprophyticus -> IO CFU/ml; ❖ la izolarea unei monoculturi (Enterobacter spp , Enterococcus spp , Klebsislla spp , P mirabilis, P aeruginosa, Citrobacter spp , M morganii P vulgaris, Serratia spp , S aureus, C urealyricum, Haemophilus spp , Pneumococci spp ) -> cfu/ml; o - în izolarea unei culturi mixte de două bacterii -> a CFU/ml Izolarea a sau mai multe organisme este considerată rezultatul contaminării accidentale a probelor de urină testate La evaluarea rezultatelor acestei etape de analiză bacteriologică, se face o ajustare pentru metoda prin care a fost obținută urina și prezența sau absența simptomelor la pacient (Tabelul - ) Tabelul Evaluarea semnificației diagnostice a bacteriuriei (conform Norrby SR) Infecții ale tractului urinar Valoare diagnostică (numere, bacterii, ufc/ml) Cistită acută necomplicată la femei Bacteriile Gram-negative > Staphylococcus spp > Pielonefrită acută necomplicată Bacteriile Gram-negative > Staphylococcus spp > e Infecții complicate și infecții la bărbați > în două probe În unele cazuri, procesele inflamatorii din sistemul urinar pot apărea și la niveluri scăzute de bacteriurie, de exemplu, pe fondul diurezei forțate (gravitatea specifică scăzută a urinei), terapiei cu antibiotice sau la valori scăzute (mai puțin de ) ale pH-ului urinei În acest caz, analiza compoziției speciilor a microflorei ajută la diagnostic Detectarea E coli, S saprophyticus, Enterobacter spp , Enterococcus spp , Klebsiella spp , P mirabilis, P aeruginosa este considerată un semn nefavorabil Identificarea infecției cu bacterii mai puțin patogene și nepatogene nu servește ca bază pentru stabilirea unui diagnostic etiologic STUDII BACTERIOLOGICE Probele din organele genito-urinale Șancrul dur, papule, rozeola Indicații pentru prelevarea și examinarea probelor: diagnosticul de sifilis Preluarea materialului • Dacă înainte de examinare pacientul a folosit mediu dezinfectant sau cauterizant hva, înainte de a lua materialul pentru analiză bacteriologică, se recomandă aplicarea loțiunilor cu soluție de clorură de sodiu , % timp de - ore • Cu - ore înainte de studiu se aplică o loțiune cu soluție de clorură de sodiu hipertonică ( %) pe suprafața de eroziune sau ulcer timp de - de minute, iar apoi cu soluție de clorură de sodiu , % • Suprafața unei eroziuni, ulcer, papule erodate sau plăci se șterge ușor de două ori cu un tampon de vată umezit cu o soluție sterilă de clorură de sodiu , % • Masați cu atenție suprafața focarului cu o ansă bacteriologică calcinată și răcită, o spatulă sau o lingură Volkmann până când apare un lichid tisular limpede sau ușor opalescent Puteți strânge ușor marginile eroziunii sau ulcerului cu mâinile înmănuși pentru a crește volumul de lichid • Dacă apare sângerare, se oprește cu un tampon de tifon umezit cu soluție de clorură de sodiu , %, iar operațiunea se repetă În probă nu ar trebui să existe nici măcar urme de sânge! • Sucul de țesut se obține din papule și rozeola atunci când este scarificat cu un bisturiu • O picătură mică de lichid tisular este transferată cu o buclă bacteriologică într-o lamă de sticlă curată, fără grăsimi, fără zgârieturi, acoperită cu o lamă și microscopată imediat cu un microscop cu câmp întunecat Cercetare materială Materialul prelevat este examinat prin microscopie în câmp întunecat, reacție de imunofluorescență, precum și metode de diagnostic molecular pentru prezența T pallidum (o descriere detaliată a acestor metode este dată în Capitolul ) Evaluarea rezultatelor Detectarea treponemelor cu morfologie caracteristică și tip de mișcare susține diagnosticul de sifilis Este posibil să se diferențieze T pallidum de treponeamele saprofite, care fac parte din microflora normală, într-o reacție de imunofluorescență sau PCR material din uretra Indicații pentru studiu: boli acute și cronice ale uretrei; ❖ boli acute și cronice ale organelor genitale; ❖ infertilitate Preluarea materialului • Înainte de a lua materialul, este necesar să spălați organele genitale cu apă caldă sau cu soluție de clorură de sodiu , %, îndepărtați secrețiile care curg liber cu un tampon de bumbac • Materialul pentru examinarea microscopică se prelevează folosind o ansă bacteriologică, o sondă canelată, o tijă de ochi de sticlă sau o lingură Volkmann mică În ultimii ani, s-au răspândit sonde speciale de unică folosință cu un cap lanos, care permit prelevarea de material de înaltă calitate și cu traumatisme minime la nivelul mucoasei STUDII BACTERIOLOGICE rdAHA; • Cu descărcare abundentă, materialul este colectat cu o baghetă de sticlă sau cu marginea unui pahar măcinat și se prepară imediat frotiuri pe lame de sticlă Cel puțin frotiuri de la un pacient trebuie trimise la laborator • Cu scurgeri slabe, pacientului i se propune să nu urineze cu - ore înainte de studiu, apoi se masează uretra, încercând să stoarce secretul care s-a adunat în adâncuri • Materialul pentru examinarea bacteriologică se preia folosind o ansă bacteriologică Pentru a preveni contaminarea acesteia cu microflora saprofită, care este prezentă în cantități mari în uretra distală, se introduce în uretra o pâlnie sterilă a urechii, prin care se colectează scurgerea din uretra profundă cu o ansă bacteriologică • Dacă se plănuiește cultura pentru a izola N gonorrhoeae, se vor folosi tampoane de raion, dacron și alginat de calciu deoarece vata poate fi toxică pentru această bacterie Sonda tampon este introdusă cu grijă în uretră și lăsată timp de s După extracție, se pune într-un mediu de transport (de exemplu, mediu Ames cu cărbune) Materialul trebuie livrat la laborator în termen de ore Nu trebuie să fie răcit sub °C Dacă se suspectează trichomonaza, cel mai eficient este să studiezi tampoanele din uretra obținute cu o pipetă sau un tub de sticlă echipat cu o peră de cauciuc • Se pune o cutie de cauciuc pe un tub de sticlă steril (pipetă) și se aspiră în ea , - , ml de soluție Ringer caldă sterilă Tubul este introdus în orificiul extern al uretrei, soluția este injectată de mai multe ori în canal și aspirată în tub Apoi materialul este transferat într-o eprubetă sterilă de tip "Eppendorf" și utilizat pentru prepararea preparatelor sau inoculare pe medii nutritive Cercetare materială Metodele utilizate pentru studierea materialului prelevat depind de agentul cauzal suspectat al bolii și pot include bacterioscopie, inoculare pe medii nutritive, teste de laborator imunologice și moleculare menite să detecteze microorganismele, antigenele sau acizii nucleici ai acestora Evaluarea rezultatelor Evaluarea semnificației etiologice a microorganismelor izolate în uretrite este asociată cu dificultăți semnificative, în special în uretrita de etiologie non-gonococică Polietiologia uretritei dictează necesitatea unei game întregi de studii de laborator care să vizeze identificarea unei game cât mai mari de microorganisme - potențiali agenți etiologici Diagnosticul etiologic în majoritatea cazurilor poate fi furnizat prin utilizarea următoarelor metode: • microscopie de albastru de metilen și frotiuri Gram pentru a detecta N gonorrhoeue, Gardnerella vaginatis, Trichomonas vagina'lis și ciuperci din genul Candida spp ; semănat secreții din uretra și secreția gonadelor pentru a identifica N gonorrhoeae și bacteriile oportuniste, Trichomonas și ciuperci: • despre examenul citologic al răzuiturilor din uretra, colorate conform Romanovsky-Giemsa, pentru identificarea incluziunilor intraepiteliale de chlamydia STUDII BACTERIOLOGICE În prezent, imunofluorescența și PCR sunt, de asemenea, utilizate pentru a detecta chlamydia, iar o metodă de cultură sau o variantă PCR cantitativă este utilizată pentru a detecta ureaplasmele • Există posibilitatea dezvoltării unei infecții mixte, atunci când mai mulți agenți patogeni sunt semnificativi din punct de vedere etiologic în același timp Prin urmare, examinarea pacientului nu poate fi oprită după detectarea unui tip de agent patogen, fără a exclude prezența simultană a altora • Sensibilitatea metodelor utilizate în laboratoare pentru detectarea agenților patogeni din uretră nu este suficient de mare De exemplu, cu trichomonaza la - % dintre pacienți, agentul patogen poate fi detectat numai după o examinare de ori În acest sens, pentru a fi sigur de un rezultat negativ, studiul trebuie efectuat în mod repetat și, dacă este posibil, cu utilizarea paralelă a mai multor metode • Detectarea ureaplasmelor, Candida spp iar bacteriile oportuniste nu indică întotdeauna rolul lor etiologic, deoarece aceste microorganisme fac adesea parte din microflora normală a uretrei Pentru a evalua rolul etiologic al ureaplasmelor au fost propuse următoarele criterii: <> detectarea unui agent patogen într-un titru peste CFU/ml în secreția de prostată sau mai mult de CFU/ml în urină; ■o depistarea ureaplasmelor în culturi cu absenţa concomitentă a altor microorganisme patogene şi o creştere a titrului anticorpilor corespunzători în studiul serurilor pereche La evaluarea rolului etiologic al Candida spp luați în considerare titrul lor în prima porțiune de urină - nivelul său de diagnostic este de CFU / ml Uretrita cauzată de bacterii oportuniste este extrem de rară Diagnosticul acestor boli se bazează pe informații despre titrul bacteriilor din materialul studiat, constanța compoziției speciilor a microflorei și monomorfismul acesteia, prezența și severitatea reacției fagocitare și absența altor agenți infecțioși Aceste criterii pot fi utilizate numai în combinație; în absența a cel puțin unuia dintre ele, diagnosticul este îndoielnic Uretrita la bărbați și femei este o boală polietiologică Cauza sa poate fi atât microorganisme patogene, cât și oportuniste care fac parte din microflora normală Uretrita gonococică poate fi diagnosticată cu certitudine prin metoda bacterioscopică atunci când în frotiuri se găsesc diplococi gram negativi cu morfologie caracteristică, localizați în interiorul leucocitelor (fagocitoză incompletă) În absența N gonorrhoeae localizată intracelular, acuratețea diagnosticului este redusă În aceste cazuri, pentru a confirma diagnosticul, este necesar să se folosească metoda bacteriologică și PCR La fete (înainte de menarhie) și femei (în menopauză), diagnosticul de gonoree se stabilește numai pe baza examenului bacteriologic Eficiența diagnosticului poate fi mărită prin folosirea "provocărilor" înainte de a lua materialul de testat Metoda bacterioscopică este ineficientă pentru diagnosticul uretritei Trichomonas În acest caz, este optim să se efectueze un studiu cultural al spălărilor din uretra, care, din punct de vedere al numărului de constatări, este mai eficient decât PCR Uretrita cauzată de C trachomatis este larg răspândită, manifestându-se de obicei prin simptome clinice slabe, dar ar putea fi însoțită de semne de inflamație acută, asemănătoare simptomelor de gonoree Dacă chlamydia este detectată folosind anticorpi fluorescenți, inclusiv anticorpi monoclonali (PIF, RIF), rezultatul trebuie confirmat prin PCR Oportunitatea efectuării unui studiu cultural este discutabilă STUDII BACTERIOLOGICE ulcere genitale Indicatii pentru prelevare si examinare: ulceratii ale pielii si mucoaselor penisului, cu exceptia suspectului de chancru Leziunile ulcerative ale organelor genitale ale motului sunt cauzate de Haemopl dus ducreyeyi (shakroid), C irachomatis tipurile serologice L -L (limfogranulomul veneric, a patra boală veneriană), Calymmatobacteiium granulomatis (donovanoză, granulomul inghinal) Luarea materialului • Curăţaţi suprafaţa ulcerului cu un tampon steril umezit cu soluţie de clorură de sodiu , % Ștergeți suprafața ulcerului cu un tifon steril până când apare lichidul tisular Sângele trebuie evitat! • Prima porțiune de lichid este îndepărtată cu un șervețel, apoi mâinile înmănuși stoarce ulcerul de la bază până când apare un lichid tisular limpede sau ușor opalescent • Lichidul tisular este aspirat cu o seringa de unica folosinta cu ac, acul este acoperit cu capac de protectie si trimis la laborator in cel mai scurt timp posibil Cercetare materială Pentru a detecta H ducreyeyi, lichidul tisular este placat pe agar cu ciocolată sau pe agar cu sânge de oaie și se prepară și frotiuri colorate cu Gram C trachomatis tipurile serologice L -L sunt detectate prin metoda de cultură, PCR, RIF, ELISA Pentru a identifica Cdlymmatobacterium granulomatis, trebuie examinate frotiuri de țesut de granulație colorate cu Wright și Giemsa sau probe de biopsie Evaluarea rezultatelor În favoarea chancroidului este detectarea în frotiu a baghetelor gram-negative ovoide situate în lanțuri paralele ("căile de cale ferată"), grupuri ("stome de pești") sau perechi, cu toate acestea, metoda bacterioscopică nu este suficient de sensibilă și, dacă posibil, ar trebui utilizat pentru a stabili diagnosticul final prin cultură și PCR În diagnosticul limfogranulomului veneric, metoda de cultură este considerată "standardul de aur" Cu toate acestea, necesită timp și necesită o pregătire specială a cercetătorilor, precum și condiții speciale de muncă Prin urmare, în prezent, practic nu este utilizat pentru diagnosticul de rutină al infecției cu C trachomatis, preferând alte metode de diagnosticare, în special PCR Frotiurile de țesut de granulație sau probele de biopsie trebuie examinate pentru a detecta Cavitmiobacteriita granulomata În preparatele colorate conform lui Wright și Giemsa, este posibil să se detecteze incluziuni citoplasmatice colorate bipolar - corpi Donovan, care servesc ca bază pentru diagnosticul granulomului inghinal materialul prostatic Indicația studiului este stabilirea etiologiei prostatitei cronice Preluarea materialului Prelevarea directă a glandei prostatice este posibilă numai cu o operație chirurgicală, care în multe cazuri este inacceptabilă Prin urmare, pentru a diagnostica prostatita bacteriană și a stabili etiologia acestora, de regulă, se colectează prima și a doua porțiune de urină, secretul glandei prostatei este obținut cu ajutorul masajului și apoi se colectează a treia porție de urină STUDII BACTERIOLOGICE • Înainte de a lua material pentru cercetare, pacientul trebuie să efectueze o toaletă amănunțită a organelor genitale externe cu apă caldă, săpun și șervețele sterile de tifon • Pacientului i se oferă să urineze într-un recipient steril După colectarea a - ml de urină, ar trebui să continue să urineze în recipientul pentru deșeuri Recipientul este etichetat ca Proba # • Fără a goli complet vezica urinară, pacientul colectează - ml de urină într-un alt recipient steril, care este etichetat proba # • Medicul masează prostata prin anus și, dacă se poate obține suc de prostată, pregătește un frotiu pe pahar din acesta • Pacientul colectează primii ml de urină într-un al treilea recipient steril, care este etichetat proba # Cercetare materială Din materialul obținut se prepară frotiuri, care sunt examinate la microscop cu lumină sub formă nativă și după colorare Dacă în probe sunt găsite bacterii, materialul este însămânțat pe mediile nutritive adecvate, urmată de identificarea izolatelor izolate Evaluarea rezultatelor Prima probă de urină caracterizează starea microflorei uretrei, a doua - vezica urinară, a treia - prostata Prezența prostatitei bacteriene cronice la un pacient este indicată de: ъ detectarea leucocitelor în urină după masajul prostatei în cantitate mai mare de la ml și în sucul de prostată mai mult de în câmpul vizual; • o creștere a numărului de bacterii din a -a probă de urină de peste ori față de a -a probă; o detectarea în a -a probă a microorganismelor care au fost absente la -a și a -a probă Cea mai probabilă cauză a prostatitei bacteriene cronice este bacteriile uropatogene gram-negative (E coli, Bsbsiella spp , Pseudomonas spp ), mai puțin probabil bacteriile gram-pozitive (E faecalis, Staphylococcus spp ) Rolul chlamidiei în etiologia prostatitei este larg discutat De asemenea, bacteriile anaerobe obligatorii, ureaplasmele, propionobacteriile, Helicobacter pylori și chiar lactobacilii sunt menționate ca posibili candidați pentru rolul agenților etiologici în diverse publicații Secreția organelor genitale feminine Indicații pentru studiu: <> diagnosticul infecțiilor genitale feminine: examinarea femeilor ai căror parteneri sexuali au fost diagnosticați cu uretrita Preluarea materialului Schema minimă de examinare pentru o femeie ar trebui să includă o examinare bacterioscopică a frotiurilor de probe obținute din: • uretra (diagnostic ITS); • fornixul posterior al vaginului (aprecierea stării biocenozei vaginale, diagnosticul de vaginoză și vaginită); <> canal cervical (diagnostic ITS) Dacă toate cele trei tampoane sunt trimise la laborator pe aceeași lamă, acestea trebuie să fie clar etichetate Dacă este necesar, se prelevează probe suplimentare pentru cultură și PCR În caz de inflamație a glandelor Bartholin, acestea sunt perforate STUDII BACTERIOLOGICE Din vulvă și vagin, materialul este prelevat cu sonde tampon În acest din urmă caz, se aplică următoarele reguli • Materialul pentru analiză este obținut înainte de examinarea vaginală manuală • Speculul și liftingul sunt introduse în vagin și excesul de secreții și mucus sunt îndepărtate cu un drap steril • Materialul este colectat din fornixul posterior sau din zonele vaginului alterate patologic cu două sonde sterile cu tampon • Prima sondă tampon este returnată în tub-tub sau plasată într-un tub steril și livrată la laborator cât mai curând posibil pentru examinare bacteriologică • A doua sondă cu tampon este utilizată pentru a pregăti un frotiu Frotiul se aplică pe lame de sticlă Dacă în același timp se intenționează să se studieze materialul din canalul cervical sau din uretră, toate cele - frotiuri pot fi făcute pe un singur pahar (în acest caz, pahare sunt livrate la laborator, fiecare dintre ele conținând frotiuri din toate biotopuri examinate) Frotiurile sunt etichetate, uscate la aer și plasate în vase Petri sau containere speciale de transport și livrate la laborator Din canalul cervical, materialul este luat după cum urmează: • Expuneți colul uterin cu o oglindă (de preferință una sterilă de unică folosință), îndepărtați excesul de secreții și mucus cu un tampon de tifon steril sau o bile de bumbac umezit cu o soluție sterilă de clorură de sodiu , % sau apă distilată și uscați cu un tampon steril de tifon uscat • Dacă este de așteptat un examen bacteriologic (pentru gonoree, chlamydia, micoplasmoză, ureaplasmoză, etc ), utilizați o sondă subțire cu tampon steril (perie cervicală) Se introduce cu grijă în canalul cervical la o adâncime de , - , cm, se rotește timp de secunde fără a atinge pereții vaginului și se scufundă imediat în mediul de transport (mediu Ames cu cărbune) Dacă se suspectează trichomonaza, materialul trebuie livrat la laborator cât mai curând posibil, iar pentru gonoree - în ore; dacă se suspectează aceste infecții, probele nu trebuie refrigerate În alte cazuri, dacă nu este posibilă livrarea rapidă a probelor la laborator, acestea pot fi păstrate la frigider ( - "C) timp de - de ore Pentru PCR, materialul este plasat într-un microtub cu liză tampon sau soluție de clorură de sodiu , % Materialul din uter este obținut folosind un instrument special - o seringă aspiratoare După ce sonda trece prin canalul cervical în cavitatea uterină, învelișul exterior al sondei este deschis și conținutul uterului este aspirat cu o seringă Preluarea materialului din anexele uterine pentru cercetare se efectuează în timpul intervenției chirurgicale Cercetare materială Schema pentru studiul secreției organelor genitale feminine ar trebui să corespundă etiologiei propuse a bolii Starea microflorei vaginale este evaluată prin metode: • bacterioscopic; f bacteriologic semicantitativ; <> bacteriologic cantitativ În practica de laborator de rutină, primele două metode sunt de obicei utilizate Evaluarea rezultatelor Principalele criterii de evaluare a stării microflorei bacteriene a rezultatelor obținute sunt date în tabel - STUDII BACTERIOLOGICE Tabelul ;*d- Caracteristicile microscopice ale biocenozei vaginului Starea biocenozei Descrierea semnelor Forme nosoloice Normocenoza Predominanța lactobacililor, absența bacteriilor gram-negative, spori, miceliu, pseudohife, leucocite, celule epiteliale unice "curate" Starea tipică a biotopului vaginal normal Tip intermediar Număr moderat sau scăzut de lactobacili, prezența coci gram-pozitivi, bastonașe gram-negative, detectarea leucocitelor, macrofagelor, celulelor epiteliale Adesea observată la femeile sănătoase, rar însoțită de plângeri și manifestări clinice Disbioză vaginală Lactobacili puțini sau deloc, abundenți, microfloră polimorfă gram-negativă și gram-pozitivă și cocică, detectarea celulelor cheie, număr variabil de leucocite, absența sau incompletitudinea fagocitozei, modelul frotiului polimicrobian Vaginoză bacteriană Vaginită Un număr mare de leucocite, macrofage, celule epiteliale, fagocitoză severă Vaginită nespecifică Detectarea N gonorrhoeae Gonoreea Detectarea Trichomonas vag>naHs Trichomonasis Detectarea miceliului, pseudohifelor, sporilor Vaginita micotică Vaginoza bacteriană sau disbioza vaginală este o încălcare a stării microflorei vaginale, caracterizată prin supradezvoltarea unui număr de microorganisme (Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp , Prevotella spp , Mycoplasma hominis) și înlocuirea lor cu lactobacili Diferiți factori endogeni și exogeni pot contribui la dezvoltarea vaginozei bacteriene: într-un conservant (se prelevează probe pentru diagnosticul infecțiilor intestinale acute cauzate de bacterii oportuniste și disbacterioză și se transportă fără conservant într-un mediu de transport) (Tabelul - ): - volumul materialului luat nu trebuie să depășească / din volumul conservantului; - fecalele trebuie omogenizate cu grijă în conservant folosind o buclă de sârmă sau tijă de sticlă; - probele pot fi păstrate la frigider timp de zi Cel mai potrivit recipient pentru colectarea fecalelor este un recipient steril, de unica folosinta, cu gura larga, cu capac filetat, care contine o spatula de plastic incorporata in capacul recipientului Dacă fecalele sunt lichide (de exemplu, diaree abundentă), acestea sunt colectate: - pipeta serologica sau pasteur sterila de unica folosinta cu nas larg si pipeta: absența semnelor specifice unei boli cauzate de microorganisme patogene; o - detectarea unui microorganism condiționat patogen în fecale la un titru peste ІО CFU/g; ❖ detectarea repetată a aceluiași microorganism în concentrație crescândă; natura periferică a strălucirii obiectului; o fluorescență a culorii; ❖ intensitatea fluorescenței În studiul obiectelor mari (de exemplu, Trichomonas și Gardnerella), aceste criterii vă permit să obțineți un rezultat fiabil Cu toate acestea, corpurile elementare ale chlamidiei și micoplasmei au dimensiuni care se află la limita rezoluției unui microscop luminiscent În același timp, evaluarea morfologiei microorganismelor este dificilă, iar luminiscența își pierde caracterul periferic Criteriile rămase nu sunt în mod clar suficiente pentru a identifica cu încredere microorganismul observat De aceea, caracterul subiectiv al luării în considerare a reacției impune cerințe speciale asupra calificărilor personalului medical care efectuează studiul O alternativă la metoda vizuală subiectivă de contabilizare a rezultatelor este metoda hardware de contabilitate TESTUL IMUNOSORBENT LEGAT Testul imunosorbent legat de enzime (ELISA) este una dintre domeniile cu cea mai rapidă dezvoltare a imunologiei aplicate Această metodă se bazează pe atașarea unei etichete enzimatice la anticorpi, ceea ce face posibilă luarea în considerare a rezultatului reacției antigen-anticorp prin apariția activității enzimatice sau o modificare a nivelului acesteia Au fost propuse zeci de variante de reacții bazate pe acest principiu, cu toate acestea, ELISA eterogen în fază solidă a devenit cea mai utilizată în diagnosticul bolilor infecțioase Cel mai adesea, plăcile de polistiren cu de godeuri sunt utilizate pentru implementarea sa, deoarece anticorpii pot fi adsorbiți cu ușurință pe polistiren și diferiți antigeni pot fi adsorbiți cu ușurință cu ajutorul unei procesări speciale Când se utilizează ELISA pentru a căuta un antigen, anticorpii corespunzători sunt adsorbiți pe pereții godeurilor Materialul de testat este introdus în godeu, în timp ce antigenul, interacționând cu anticorpii, este fixat în el Godeurile sunt spălate bine cu soluție tampon pentru a îndepărta substanțele neadsorbite Apoi, anticorpii împotriva antigenului dorit, marcați cu o enzimă, sunt introduși în godeuri Cel mai adesea, peroxidaza de hrean este folosită ca enzimă de etichetare După incubare, godeul este spălat din nou pentru a îndepărta excesul de anticorpi marcați dacă aceștia nu sunt reținuți de complexul antigen-anticorp format în etapa anterioară În etapa finală, se adaugă în godeuri un substrat cromogen (de exemplu, o-fenilendiamină) Scindarea enzimatică a substratului duce la formarea produselor de reacție colorate Astfel, o schimbare a culorii conținutului godeului indică un rezultat pozitiv (a existat o interacțiune între antigen și anticorp) STUDII BACTERIOLOGICE În diagnosticul serologic, se folosesc plăci de polistiren, pe pereții godeurilor a căror antigen este adsorbit în prealabil folosind diferite metode Pentru a preveni legarea nespecifică a anticorpilor de polistiren, suprafața liberă rămasă a polistirenului este supusă unui tratament special Serul de testare se adaugă în godeul tabletei În acest caz, anticorpii omologi cu antigenul sunt atașați de acesta Anticorpii neatașați sunt îndepărtați prin spălare Apoi, anticorpii marcați cu enzime împotriva imunoglobulinelor umane sunt adăugați în godeuri Dacă serul studiat conținea angicorpii doriti, atunci în această etapă aceștia acționează ca antigeni cu care anticorpii marcați reacționează Adăugarea unui substrat cromogen după spălare face posibilă luarea în considerare a reacției prin dezvoltarea colorării în godeuri Avantajul incontestabil al ELISA față de reacțiile imunologice clasice (RA RSK, RIGA) este posibilitatea analizei cantitative fără utilizarea metodei diluțiilor în serie Intensitatea culorii într-un godeu este proporțională cu cantitatea de enzimă și, prin urmare, cu cantitatea de ingredient (antigen sau anticorp) de interes Măsurând densitatea optică a lichidului din puț și comparându-l cu controlul, este posibilă determinarea concentrației componentei dorite În acest caz, pentru înregistrarea rezultatelor, se folosesc dispozitive speciale ("cititoare"), care sunt spectrofotometre cu o cale verticală a fasciculului, special adaptate pentru a lucra cu plăci standard de polistiren Plăcile cu antigeni sau anticorpi "încărcați" pe suprafața lor servesc drept bază pentru trusele de diagnosticare comerciale pentru ELISA Panourile cu de godeuri sunt foarte răspândite Pentru a funcționa în acest format, au fost dezvoltate pipete automate multicanal speciale care vă permit să adăugați reactivi simultan în mai multe godeuri ale panoului, precum și dispozitive automate și semi-automate pentru spălarea godeurilor Există, de asemenea, mașini speciale care vă permit să efectuați toate etapele analizei cu intervenție umană mică sau deloc Utilizarea plăcilor %-godeuri este fezabilă din punct de vedere economic atunci când se efectuează studii de masă în laboratoare imunologice mari Pentru teste unice, acest format nu este potrivit, deoarece testarea în godeuri individuale ale plăcii nu permite utilizarea pipetelor multicanal, a șaibelor și a altor dispozitive care facilitează analiza Reactivii diluați au o durată de valabilitate limitată, astfel încât plăcile formate din benzi - benzi cu sau godeuri devin din ce în ce mai răspândite asamblate la întâmplare într-un format de placă cu de godeuri În acest caz, doar o parte din cele de poziții pot fi utilizate și diverși antigeni (anticorpi) pot fi detectați în paralel Aceste deficiențe sunt lipsite de o varietate de ELISA, numită dot-ELISA Cu această opțiune, antigenii necesari pentru a detecta anticorpii în plasma sanguină a pacientului sunt adsorbiți nu în godeuri, ci pe dinții unui pieptene de plastic Pentru a efectua studiul, este necesar să rupeți numărul necesar de dinți și să adăugați serurile testate în primul rând de godeuri ale unui panou special care face parte din trusa de diagnosticare Inițial, godeurile panoului, care conțin toate componentele necesare într-o formă gata de utilizare, sunt sigilate ermetic cu folie Prin străpungerea foliei și transferul secvenţial al pieptenelui de la un rând de găuri în altul, se realizează toate etapele de reacţie Folosind sistemul descris, este posibil să se efectueze ELISA chiar și în afara laboratorului în absența personalului înalt calificat și a echipamentelor costisitoare Durata studiului este de la de minute la , ore Contabilitatea rezultatelor este posibilă fără utilizarea unor dispozitive speciale care utilizează dispozitivele atașate STUDII BACTERIOLOGICE la un set de scale comparatoare de culoare Un alt avantaj incontestabil al trusei de diagnosticare descrise este prezența unui sistem de control intern Sistemele de testare ImmunoComb sunt teste rapide și simple pentru diagnosticarea multor boli infecțioase, inclusiv chlamydia și helicobacterioza Posibilitățile ELISA sunt dezvăluite pe deplin atunci când anticorpii monoclonali sunt utilizați pentru producerea acestuia Acest lucru face posibilă obținerea unei sensibilități ridicate combinată cu o specificitate excepțională în comparație cu alte teste serologice Un alt avantaj al ELISA în diagnosticul serologic este capacitatea de a determina clase de anticorpi specifici (IgG, IgM, IgA), care este incertă în determinarea fazei procesului infecțios și a severității acestuia ANALIZA IMUNOCROMATOGRAFICĂ Imunocromatografia poate fi, de asemenea, atribuită grupului de reacții cu anticorpi marcați În acest caz, latexul colorat sau particulele de aur coloidal sunt folosite ca etichetă În reacție se folosesc anticorpi la antigenul detectat, adsorbiți pe microparticule, și anticorpi la același antigen, imobilizați sub formă de bandă pe hârtie cromatografică În această reacție, există un control intern (anticorpi anti-specie fixați sub formă de bandă pe hârtie cromatografică) Imunocromatografia poate fi utilizată atât pentru indicarea expresă a antigenelor dintr-o probă, cât și pentru identificarea culturilor pure izolate Pe piata exista o gama semnificativa de sisteme cromatografice, atat autohtone cat si de import, care permit diagnosticarea unui numar mare de boli bacteriene, printre care gonoreea, helicobacterioza, streptococoza Sistemele de testare bazate pe principiul imunocromatografic sunt foarte specifice, vă permit să obțineți un rezultat în - minute și pot fi utilizate nu numai în laboratoare, ci și în timpul examinării inițiale a unui pacient Prin urmare, scopul lor principal este screening-ul Cu toate acestea, sensibilitatea unui număr de astfel de teste nu este suficient de mare pentru a asigura identificarea tuturor pacienților infectați cu un anumit agent patogen fără utilizarea unor metode suplimentare de diagnostic de laborator REACȚII DE AGLUTINARE Diverse variante ale reacției de aglutinare (ARA) sunt utilizate pe scară largă în practica de laborator datorită simplității stabilirii și contabilizării rezultatelor reacției, posibilității de a obține acestea din urmă într-un timp scurt (de la s la câteva minute) și absența necesității utilizării oricărui echipament Cel mai adesea, RGA se efectuează pe o lamă de sticlă, amestecând volume mici de material de testat și un reactiv care conține anticorpi specifici După amestecarea acestora, amestecul devine tulbure și rămâne așa în absența antigenelor din probă care reacţionează cu anticorpi specifici O reacție pozitivă se manifestă prin precipitarea aglutinaților pe fundalul amestecului care devine limpede Contabilitatea rezultatelor testelor se face cu ochiul liber sau cu lupa RHA este utilizat pentru a detecta antigenele agenților cauzali ai ciumei, brucelozei, holerei, tusei convulsive, infecțiilor clostridiene, meningitei meningococice, yersiniozei și a unui număr de alte boli Acest test rămâne "standardul de aur" pentru serotiparea enterobacteriilor Problema serotipării Salmonella este deosebit de complexă și importantă, deoarece în prezent numărul de serotipuri cunoscute ale subspeciei Enteritidis a depășit , mii Determinarea formulei antigenice a izolatului de Salmonella în testul de aglutinare oferă informații extinse atât pentru STUDII BACTERIOLOGICE și pentru epidemiologi, deoarece permite să se judece nu numai pericolul pentru pacient al agentului patogen izolat, ci și să identifice sursele potențiale de infecție și să urmărească întregul lanț epidemiologic Datorită acestui fapt, devine posibilă întreruperea acestuia din urmă, ceea ce previne apariția unor noi focare de salmoneloză Pentru serotiparea S enteritidis conform schemei Kaufman-White se folosesc truse de diagnostic, care includ seruri obtinute de la iepuri imunizati Pentru a elimina reactivitatea nespecifică, serurile sunt adsorbite de culturi eterogene de Salmonella Această tehnologie este eficientă, dar nu lipsită de dezavantaje (imposibilitatea obținerii de antiseruri specifice unui număr de antigeni, un nivel destul de ridicat de reactivitate încrucișată cu antigeni eterogene ai unui număr de seruri adsorbite etc ) Prin urmare, alături de serurile adsorbite hiperimune, se folosesc în prezent anticorpi monoclonali, a căror specificitate și aviditate sunt mult mai mari Deseori în laboratoare se folosește una dintre variantele reacției de aglutinare - reacția de aglutinare a latexului A fost folosit pentru prima dată în pentru diagnosticarea poliartritei reumatoide, iar acum companiile interne și străine produc kituri de reactivi pentru diagnosticarea a peste de boli infecțioase în reacția de aglutinare a latexului Principiul metodei este același ca și pentru alte variante ale reacției de aglutinare Când se utilizează acest test pentru a detecta antigenele microorganismelor, se folosesc particule de latex acoperite cu anticorpi specifici Pentru a facilita luarea în considerare a rezultatelor testului fără utilizarea unui aparat automat, particulele de latex trebuie să aibă un diametru suficient de mare În caz contrar, se folosesc particule de latex vopsite cu coloranți convenționali sau fluorescenți INDICAȚIA GENETICĂ MOLECULARĂ A BACTERIILOR În diagnosticul clinic de laborator al bolilor infecțioase, metodele genetice moleculare bazate pe detectarea fragmentelor din genomul microorganismelor sunt din ce în ce mai utilizate Metodele de amplificare a acidului nucleic, inclusiv PCR, sunt cele mai utilizate Au fost dezvoltate numeroase opțiuni și formate pentru configurarea PCR pentru a obține rezultate optime în rezolvarea diferitelor probleme de diagnostic Într-un laborator de diagnostic clinic pentru PCR se folosesc truse de diagnostic de la companii comerciale, care includ reactivii și soluțiile necesare pentru toate etapele PCR, în funcție de tipul și formatul acesteia Există următoarele tipuri de PCR: o-PCR cu start "hot"; PCR cu transcriere inversă (RT-PCR); folosind sonde oligonucleotidice marcate fluorescent care sunt complementare regiunii ampliconului (detecția fluorescenței prin hibridizare) Formatul cercetării poate fi calitativ sau cantitativ PCR în timp real permite utilizarea simultană a mai multor sonde marcate cu diferiți coloranți fluorescenți Această variantă de PCR în timp real se numește multiplex STUDII BACTERIOLOGICE În acest caz, este posibilă detectarea simultană a mai multor produse PCR într-o singură probă De exemplu, într-o probă de fecale a unui pacient cu manifestări clinice de boală intestinală acută, este posibilă detectarea ADN-ului diverșilor agenți patogeni (kit-ul AmpliSense OKI oferă identificarea shiiella, salmonella, campylobacter, rotavirusuri de grup A, norovirusuri genotip , astrovirusuri) și adenovirusuri din grupa F) Introducerea metodelor de cercetare genetică moleculară în practica zilnică a laboratoarelor de diagnostic clinic face posibilă efectuarea diagnosticului expres al bolilor infecțioase și, în unele cazuri, diagnosticarea diferențială și monitorizarea eficacității tratamentului Sensibilitatea ridicată și ușurința relativă de implementare fac posibilă utilizarea pe scară largă a metodelor de amplificare a acizilor nucleici ai microorganismelor din grupele de patogenitate -IV în microbiologia clinică pentru a rezolva diverse probleme: ❖ ca metodă de diagnosticare expresă în studiul materialului biologic prelevat de la o persoană în vederea identificării ADN-ului (ARN) al microorganismelor din grupele de patogenitate I-IV și aprecierii cantitative a acestora; ca metodă de indicare specifică a agenților biologici patogeni în obiectele de mediu și produsele alimentare: ❖ ca test preliminar accelerat la efectuarea metodelor culturale și biologice de cercetare și pentru identificarea unei culturi pure; creștere lentă pe medii nutritive Identificarea microorganismelor prin metode tradiționale (de regulă, folosind diferite teste biochimice) poate duce la date eronate din cauza standardizării insuficiente a condițiilor de testare și a interpretării subiective a rezultatelor Utilizarea testelor genetice moleculare evită aceste probleme Cea mai comună abordare este utilizarea primerilor specifici care sunt complementari unei anumite secvențe de ADN care este caracteristică doar pentru un anumit tip de microorganism De asemenea, este posibil să se utilizeze primeri universali pentru a amplifica ADN-ul prezent în toate microorganismele dintr-o anumită grupă taxonomică Analiza ulterioară a ADN-ului amplificat folosind diverse metode (secvențiere, metoda polimorfismului cu lungimea fragmentului de restricție, monocatenar INVESTIGAȚII BACTERIOLOGICE (polimorfismul conformațional α ) permite identificarea moleculară a bacteriilor Detectarea genelor responsabile de producerea factorilor de virulență ai diferitelor microorganisme este deosebit de importantă în identificarea bacteriilor oportuniste pentru a confirma rolul lor etiologic în debutul bolii În prezent, problema lipsei unui set complet de seruri pentru tiparea clasică a Escherichia pentru antigenele O și H poate fi rezolvată folosind PCR pentru detectarea factorilor de virulență, a căror prezență indică rolul etiologic al acestui microorganism De exemplu, detectarea genelor care codifică invazivitatea, producția de enterotoxine sau verotoxine în Escherichia face posibilă atribuirea izolatului izolat unui anumit patotip Utilizarea PCR pentru determinarea sensibilității sau rezistenței microorganismelor la antimicrobiene, precum și determinarea mecanismelor și identificarea markerilor genetici de rezistență, este necesară în cazurile în care este imposibilă utilizarea metodelor fenotipice tradiționale (Af tuberculosis) sau este necesar să se confirme mecanismul de rezistență detectat prin metode fenotipice (MRSA, enterobacterii producătoare de ESBL, Pseudomonas spp producătoare de MBL) De regulă, ADN-ul agentului patogen izolat în cultură pură este utilizat pentru analiză, cu toate acestea, în unele cazuri, poate fi examinată o probă de material clinic În prezent, se recomandă utilizarea PCR pentru a confirma și identifica markerii genetici ai rezistenței atunci când se identifică următoarele organisme semnificative clinic: ❖ stafilococi rezistenți la oxacilină (detecția genei mecA care codifică o proteină suplimentară de legare a penicilinei a); <> enterococi rezistenți la vancomicină (detecția genelor vanA, vanB, vanC, vanD care determină sinteza unui lanț polipeptidic peptidoglican modificat); ❖ enterobacterii rezistente la cefalosporine de generația III-IV [detecția genelor Na care codifică producerea de p-lactamaze cu spectru extins (de exemplu, CTX-M) și detectarea mutațiilor în genele p-lactamazei TEM-, SHV- și de tip OXA, extinderea spectrului de activitate al acestor enzime]; ❖ enterobacterii, inclusiv agentul cauzator al febrei tifoide, precum și cocii Gram-pozitivi rezistenți la chinolone [detecția mutațiilor punctuale în genele cromozomiale ale subunităților A și B ale ADN-girazei (genele gyrA și gjrB) și ale C și E; subunități ale topoizomerazei IV (genyparC yrapE) \; o NGOB rezistent la carbapeneme (detecția genelor care codifică producerea principalelor tipuri de metale-p-lactamaze - VIM, IMP SPM GIM, SIM) Limitările utilizării PCR pentru a determina mecanismul de rezistență sunt lipsa de date privind mecanismele de rezistență specifice sau prezența mai multor mecanisme de rezistență în același timp Datele privind mecanismul de rezistență obținute prin PCR fac posibilă prezicerea eficacității medicamentelor antimicrobiene fără a determina sensibilitatea agentului patogen prin metode fenotipice De exemplu, tulpini de S aureus care au gena mecA (MRSA) rezistent la toate antibioticele p-lactamice Exemple de utilizare a PCR pentru identificarea mecanismelor genetice pentru dezvoltarea rezistenței la medicamentele antibacteriene sunt prezentate în tabel - STUDII BACTERIOLOGICE Tabelul - Markeri genetici ai rezistenței antimicrobiene Microorganism Medicament antimicrobian Markeri genetici ai rezistenței MRSA Oxacilină Prezența genei tesa care codifică o proteină suplimentară de legare a penicilinei a Enterococi (E faecalis, E faecium) Vancomicină Prezența genelor vana, vanb, vane sau vând, care determină sinteza unui lanț polipeptidic de peptidoglican modificat Enterobacteriile producătoare de β-lactamaze cu spectru extins (E coli, Kiebsielia pneumoniae) Cefalosporine de generația III-IV Prezența genelor Na care codifică producerea de β-lactamaze cu spectru extins (de exemplu, CTX-M), detectarea mutațiilor în gene [ Tipurile -lactamazei TEM, SHV și OXA extind spectrul de activitate al acestor enzime NGOB (P aeruginosa, acinetobacter spp ) Carbayaenemas Prezența genelor care codifică producerea principalelor tipuri de metalo-p-lactamaze (vit, imp, spm, gim, sim) Enterobacteriile (inclusiv agentul cauzator al febrei tifoide) și cocii Gram-pozitivi Chinolonele Prezența mutațiilor punctuale în genele cromozomiale ale subunităților A și B ale ADN-girazei (genele arc și gyrb) și subunitățile C și E ale topoizomerazei IV ( genele parc și pare) M tuberculosis Isoniazidă Mutații în gena catapază-peroxidază (Kap), mai rar în genele inha și abpc Mutații ale rifampicinei în gena [ -subunități ale ARN polimerazei (rpob) Ztambugol Mutații în gena embb care codifică sinteza arabinogalactanului Mutații ale streptomicinei în genele ARNr S (rrs) și proteinei ribozomale S (rpsTj) Pirazinamidă Mutații în gena pirazinamidazei {rpsa) Fluorochinolone Mutații în gena subunității A ADN-girazei (arc) Sunt produse sisteme comerciale de testare pentru a analiza probe din diferite materiale biologice pentru prezența ADN-ului agenților patogeni ai diferitelor boli infecțioase Microorganismele studiate sunt împărțite în funcție de apartenența lor în diferite grupe de patogenitate: • Grupa I de patogenitate - U pestis; • Grupa II de patogenitate - B anthracis, Brucella spp , P pseiidumallei, Francisella tularensis, Vibno cholerae", • Grupa de patogenitate IP - Bordetella pertussis, C difteria, agenți cauzali ai infecțiilor intestinale acute (CZ difficile, E coli :H și alte grupuri de Escherichia diaree, Salmonella spp , Shigella spp , Campylobacter spp , H pylori astrovirusuri, rotavirusuri, calicivirusuri), L pneumophila, Lepiospva interrogans, L monocytogenes, M tuberculosis complex, N gonorrhoeae, N meningittdis, T pallidum, U pseudotuberculosis', • Grupa IV de patogenitate - Bacteroides spp (agenți cauzatori ai sepsisului și infecțiilor purulente), Haemophilus spp (agenți cauzatori ai meningitei, pneumoniei și laringitei), agenți patogeni ITS (Ureaplava spp , Chlamydia trachomatis, N gonorrhoeae, T pallidum Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Gardnerella vugiralis) Lista bolilor infecțioase și microorganismelor, pentru detectarea cărora sunt utilizate metode de diagnostic genetic molecular, este prezentată în tabel - STUDII BACTERIOLOGICE Tabelul - Infecții bacteriene și agenți patogeni, pentru detectarea cărora se folosesc metode de diagnostic genetic molecular agenți patogeni de boli infecțioase Infecții urogenitale Chfamydia trachomatis N gonorrhoeae T pallidum Trichomonas vaginalis Mycoplasma genitalium Mycoplasma hominis Ureaplasma spp Gardnetella vaginalis Candida albicans Infecții ale căilor respiratorii C difterie Streptococcus spp L pneumophila Tuberculoza M complexul tuberculozei Neuroinfectii N meningitidis Neisseria spp Haemophilus spp Listeria monocyrugenes Infecții intestinale Campylobacter spp (grup termofil) H pyori Shigella spp și tulpini enteroinvazive de E coli Salmonella spp Y enterocolitica Y pseudotuberculosis CI difficile Infecții focale deosebit de periculoase și naturale Viorio cholerae B anthracis Brucella spp Leptospira spp Borrelia burgdorferi sensu lato (B burgdorferi seosu stricto, B afzelii, B garinii) INDICAREA ANTICORPILOR SPECIFICI Detectarea anticorpilor la antigenele microorganismelor din serul sanguin și lichidul cefalorahidian (lichidul cefalorahidian etc ) al pacienților este una dintre principalele metode de diagnosticare a bolilor infecțioase În bolile de natură bacteriană, prezența anticorpilor la antigeni și toxine ale agenților patogeni este determinată la pacienți În unele cazuri, cu ajutorul diagnosticului serologic, este posibil să se evalueze eficacitatea tratamentului sau a vaccinării Cu ajutorul testelor serologice, este posibilă identificarea persoanelor care s-au vindecat de boală și purtători de bacterii, pacienți cu forme șterse și subclinice ale bolii, ceea ce oferă informații mai complete și mai rezonabile pentru evaluarea activității proceselor infecțioase și epidemice CAPTURA DE MATERIAL PENTRU CERCETARE Pentru studiile serologice, cel mai des se utilizează ser, care ar trebui să fie transparent, fără amestec de globule roșii și urme de hemoliză Sângele se ia pe stomacul gol sau nu mai devreme de ore după masă, cu condiția ca pacientul să nu consume alimente grase, inclusiv produse din ouă În caz contrar, serul poate fi tulbure (chilos) și nepotrivit pentru testare Sângele este recoltat cu respectarea regulilor aseptice în vase sterile După formarea unui cheag, se înconjoară și se lasă câteva ore la frigider ( - ° C) pentru o separare mai completă a zerului Prelevarea poate fi efectuată în tuburi de unică folosință vid (goale sau cu acceleratori de coagulare a sângelui) primit Serul poate fi păstrat la o temperatură de - °C timp de - zile după studii bacteriologice Pentru o păstrare mai lungă, zerul este congelat la - °C și mai jos Trebuie evitate dezghețarea și înghețarea repetată La diagnosticarea unor boli (de exemplu, sifilis) și a necesității transportului pe termen lung a materialului la laborator, este permisă uscarea serului Pentru CSC, serurile sunt uscate pe suprafața hârtiei cerate sau a celofanului pliat în jumătate Pe o bandă ( x cm) dintr-un astfel de substrat se adaugă în locuri , ml de ser și picături de soluție de zaharoză %, lăsând să se usuce la temperatura camerei Pe marginea substratului indicați numele complet pacient, volumul seric și data Suportul este pliat sub formă de pungă farmaceutică, plasat într-un plic și trimis la laborator Astfel de probe uscate trebuie examinate în zile în sezonul cald și în zile în rece Există un număr mare de teste serologice care diagnostichează bolile infecțioase Tehnica setării lor este descrisă în instrucțiunile de utilizare ale sistemelor de testare și truselor de diagnosticare corespunzătoare Atunci când alegeți o reacție serologică, luați în considerare: ❖ disponibilitatea reactivilor și echipamentelor necesare pentru stabilirea acestuia; momentul răspunsului; sensibilitatea și specificitatea acestuia În unele cazuri, aplicarea unei anumite reacții într-o anumită situație este rezultatul unui fel de compromis Lipsa unui răspuns serologic ideal dictează necesitatea, în unele cazuri, de a utiliza nu unul, ci mai multe teste pentru diagnostic, inclusiv screening, diagnostic și teste expert De exemplu, reacția de microprecipitare utilizată pentru diagnosticul serologic al sifilisului are specificitate scăzută, dar este ieftină și ușor de configurat Cel mai specific și sensibil test serologic pentru sifilis (RIF-abs), dimpotrivă, este dificil de configurat și necesită utilizarea de reactivi inaccesibili În acest sens, reacția de microprecipitare este utilizată ca una de screening, iar rezultatele pozitive relevate în aceasta sunt supuse confirmării în reacții mai specifice, precum ELISA și RIGA Dacă rezultatele reacțiilor utilizate sunt ambigue sau nu corespund datelor clinice, RIF-abs este utilizat ca reacție de expert De asemenea, este necesar să se recurgă la formularea de reacții suplimentare care să confirme fiabilitatea rezultatului pozitiv obținut în diagnosticarea infecției cu HIV și a hepatitei virale Criterii de diagnostic Simplul fapt de a detecta anticorpi în serul pacientului nu este o bază suficientă pentru a pune un diagnostic Numai în câteva cazuri (de exemplu, cu sifilis) este însuși faptul de a detecta anticorpi cu o anumită specificitate de valoare diagnostică Contactând constant cu diverși antigeni, inclusiv antigenii agenților patogeni ai bolilor infecțioase, corpul uman este saturat cu o mare varietate de anticorpi Prin urmare, interpretarea clinică a rezultatelor testelor serologice depinde în mare măsură de rezultatele studiilor repetate Această împrejurare subliniază necesitatea unui studiu serologic al serurilor pereche obținute în stadiul acut al bolii și în perioada de recuperare La orice pacient cu un diagnostic neclar, serul luat la începutul bolii este înghețat pentru a se realiza, dacă este necesar, un studiu paralel cu serul obținut la o dată ulterioară pentru a evalua dinamica răspunsului anticorpilor Pentru a face un diagnostic etiologic pe baza indicațiilor testelor serologice, de regulă, se utilizează unul dintre cele două criterii de diagnostic: STUDII BACTERIOLOGICE o detectarea așa-numitului titr diagnostic într-un singur studiu al serului - cantitatea de anticorpi nu trebuie să fie mai mică decât o anumită valoare (discriminatorie); o creștere semnificativă (de ori sau mai mult) a titrului de anticorpi în probele de ser de sânge pereche prelevate de la un pacient cu un interval de - zile Primul dintre aceste criterii este un indicator static, al cărui exces este considerat un semn al unei boli infecțioase Valoarea titrului diagnostic este stabilită empiric pentru fiecare boală și pentru fiecare reacție serologică Atunci când se utilizează mai multe teste serologice pentru a diagnostica o boală, valorile titrurilor de diagnostic pentru fiecare dintre ele pot să nu coincidă, deoarece diferitele reacții serologice diferă în sensibilitatea lor Diferențele în valorile titrurilor de diagnostic sunt posibile și atunci când se utilizează un test serologic, ca urmare a utilizării diferitelor preparate de diagnosticare, deoarece în acest caz pot fi detectați anticorpi la diferiți antigeni Valoarea titrului de diagnosticare este de obicei indicată în prospect, care este inclus în fiecare pachet cu sisteme de testare de diagnosticare sau un preparat de diagnosticare Adesea, valoarea titrului diagnostic este stabilită empiric în procesul de creare a fiecărui nou sistem de testare serologică Valoarea sa depinde de tipul de boală și de tipul de reacție serologică În plus, poate diferi în sistemele de testare fabricate de diferite companii Într-o serie de boli (shigeloză, salmoneloză), valoarea titrului diagnostic este într-o anumită măsură condiționată, deoarece depinde nu numai de motivele obiective enumerate mai sus, ci și de situația epidemiologică specifică, când riscul de infecție cu agenții patogeni și amploarea distribuției lor în populație variază, ceea ce duce la o scădere sau o creștere a titrului anticorpilor corespunzători la indivizii sănătoși (așa-numiții anticorpi de fond sau anamnestici) și, în consecință, la o evaluare diferită a titrul de diagnostic Titrul de anticorpi de diagnostic poate fi detectat în serul persoanelor sănătoase și se datorează vaccinării profilactice, infecției anterioare sub orice formă sau imunizării cu antigeni care pot pătrunde în organism cu alimente sau apă contaminate În funcție de situația epidemică, valoarea titrului diagnostic este diferită în diferite teritorii Trebuie instalat pe fiecare teritoriu pe baza rezultatelor titrarii serurilor a de indivizi sanatosi De mare importanță este determinarea titrului diagnostic al IgG, deoarece prezența lor indică un stimul antigenic specific semnificativ și o perioadă ulterioară a bolii Mai de încredere este al doilea criteriu (creșterea titrului de anticorpi), care face posibilă urmărirea dezvoltării răspunsului imun la un anumit pacient În acest caz, diagnosticul bolii poate fi stabilit chiar și cu un nivel anormal de scăzut de răspuns imun, care, la rândul său, este asociat cu caracteristicile individuale ale unor pacienți La astfel de persoane, la stabilirea unei reacții serologice, nivelul de anticorpi nu atinge titrul diagnostic, totuși, se va înregistra o creștere a titrului de anticorpi la examinarea serurilor pereche În unele boli (micoplasmoză), o creștere semnificativă a titrului de anticorpi este rar înregistrată, ceea ce face problematică diagnosticarea lor serologic O creștere a titrului de anticorpi de ori sau mai mult este considerată fiabilă din punct de vedere diagnostic O creștere de două ori a titrului, de regulă, nu este luată în considerare, deoarece se poate datora unei erori în reacție (greșeli făcute la diluarea serului, nerespectarea volumelor de reactivi, încălcarea temperaturii regimul, incubarea amestecului de reacție etc ) În astfel de cazuri, testul trebuie repetat STUDII BACTERIOLOGICE Dezavantajul acestui criteriu de diagnostic este timpul relativ lung necesar pentru a obține un răspuns De regulă, atunci când se utilizează, diagnosticul este confirmat (sau respins) până la sfârșitul săptămânii - a bolii În unele cazuri, un astfel de diagnostic este retrospectiv DETERMINAREA IMUNOGLOBULINELOR DIN DIFERITE CLASE De mare importanță diagnostică este determinarea raportului imunoglobulinelor specifice din diferite clase Acest lucru vă permite să determinați stadiul bolii și, în unele cazuri, să preziceți cursul și posibilul rezultat Metodele moderne de diagnostic serologic fac posibilă determinarea concentrației de imunoglobuline din clasele individuale cu o anumită specificitate Când primul contact cu un microorganism induce un răspuns imun, IgM sunt primele care apar Titrurile lor cresc rapid și ating un maxim, apoi scad relativ rapid IgG apar mai târziu, dar persistă mai mult timp la tigrii înalți La contactul repetat cu același antigen (răspuns imun secundar), IgM este produsă în cantități mici, reacția imunității umorale se manifestă în primul rând printr-o creștere a titrurilor de IgG De aceea, raportul dintre IgM și IgG poate distinge răspunsul imun primar (boală acută) de cel secundar (recădere sau reinfecție) Diferențele de natură a imunoglobulinelor produse în răspunsurile imune primare și secundare trebuie avute în vedere atunci când se evaluează rezultatele obținute folosind unele metode imunologice moderne, cum ar fi ELISA Majoritatea sistemelor de testare fabricate pentru serodiagnostic folosind ELISA vă permit să determinați titrul de IgM sau IgG În consecință, laboratorul raportează medicului nu titrul de anticorpi în general, ci titrul de imunoglobuline din clasa corespunzătoare În funcție de situația clinică specifică, interpretarea titrurilor ridicate sau scăzute de IgM și IgG va varia În special, titrurile scăzute sau absența IgM nu pot fi întotdeauna privite ca un fapt în favoarea absenței bolii Prezența IgM specifice în ser este un marker precoce al infecției, indicând dezvoltarea fazei acute a bolii IgM poate fi detectată în a -a- -a zi de boală, vârful creșterii lor cade în a -a săptămână de la debutul bolii, apoi există o scădere a titrului de anticorpi IgG specifică poate fi determinată la - zile de la debutul bolii și mai târziu Prezența lor reflectă imaginea generală a unui răspuns imun pozitiv în infecția acută, cronică sau trecută și, adesea, după recuperare timp de mulți ani, IgG poate rămâne în sânge la titruri scăzute Creșterea și scăderea titrurilor lor este mai lentă în comparație cu IgM IgG găsite la nou-născuți sunt de obicei de origine colostrală În prezent, se utilizează destul de des determinarea separată a imunoglobulinelor din diferite clase (IgM, IgG, IgA) Titrul de IgG poate fi detectat în mod fiabil folosind substanțe reducătoare, cum ar fi mercaptani (mercaptoetanol, mercaptopurină), cisteină și dimercaptopropansulfonat de sodiu, care inactivează selectiv IgM Diferențele dintre valorile titrurilor de anticorpi nativ și tratați cu un astfel de ser reactiv fac posibilă evaluarea prezenței sau absenței IgM Dispariția completă a anticorpilor din probele de ser tratate cu descompozitor indică prezența IgM și faza acută a bolii Absența IgM în serurile individuale nu este o bază pentru excluderea unui proces infecțios În acest caz, este necesară investigarea suplimentară a probelor de ser pereche în dinamica bolii În seruri, după tratamentul cărora titrul de anticorpi nu scade, domină IgG, ceea ce indică o perioadă ulterioară a bolii Scăderea titrului de anticorpi de câteva ori după Tratamentul cu un descompozitor indică faptul că anticorpii sunt un amestec de IgM și IgG Prin urmare, pentru a confirma specificitatea rezultatelor obținute în studiul unui ser, este necesar să se stabilească această reacție în dinamica bolii, urmată de determinarea unor modificări serologice pronunțate ale titrurilor specifice de IgG Este necesar să se examineze simultan serurile pereche, dintre care primul a fost luat în perioada acută a bolii (nu mai târziu de a -a- -a zi de boală), iar al doilea - după - zile Diagnosticul se face pe baza unei creșteri a titrului de anticorpi în cel de-al doilea ser față de primele ori sau mai mult Trusele moderne de diagnostic bazate pe "metoda sandwich" au simplificat foarte mult această procedură Anticorpii monoclonali utilizați în astfel de truse interacționează numai cu imunoglobulinele dintr-o anumită clasă (IgM, IgG, IgA) Definiţia IgG Cel mai simplu și mai accesibil mod de a diferenția IgM și IgG este metoda de distrugere a IgM cu substanțe reducătoare Cu toate acestea, nu permite determinarea cantitativă a IgM dacă conținutul lor în ser este mai mic sau egal cu concentrația de IgG Metoda de determinare a IgG se bazează pe distrugerea selectivă a anticorpilor macroglobulinei, care includ molecule IgM, prin substanțe reducătoare Sub acțiunea descompozitorilor, IgM sunt scindate pentru a rupe legăturile disulfurice ale moleculelor de proteine, disociându-se în - monomeri care nu au activitate imunitară IgG sub influența acestor substanțe nu sunt distruse Tratamentul zerului cu cisteină Pentru un astfel de tratament al serurilor, se prepară o soluție ex tempore de acid clorhidric sau cisteină "liberă" la o rată de , mg de cisteină la , ml de solvent Soluția de cisteină poate fi păstrată nu mai mult de - de minute, astfel încât diluțiile necesare de ser sunt mai întâi pregătite Serul de testat diluat : (în soluție de clorură de sodiu , %) este încălzit într-o baie de apă la o temperatură de °C timp de de minute și împărțit în porții de volum egal La primul dintre ele adăugați un volum egal de soluție de cisteină, la al doilea - un volum egal de soluție de clorură de sodiu , % Substanțele sunt amestecate în eprubete sterile, care sunt bine închise cu dopuri etanșe Volumul eprubetelor trebuie să fie astfel încât să rămână un spațiu liber minim între conținut și dop pentru a preveni inactivarea cisteinei de către oxigenul atmosferic Tuburile cu seruri tratate și netratate se țin într-un termostat la o temperatură de ° C timp de - ore, apoi se examinează ambele probe de ser în reacții serologice cu diagnostice conform metodei general acceptate, începând cu o diluție de : Tratament seric cu dimercaptopropansulfonat de sodiu Pentru tratamentul serurilor, o soluție de dimercaptopropansulfonat de sodiu % se diluează de ori cu o soluție de clorură de sodiu , % pentru a obține o concentrație de , Soluția rezultată de , % de dimercaptopropansulfonat de sodiu poate fi păstrată într-un recipient steril din sticlă cu un dop etanș bine măcinat la °C timp de o săptămână Serul de testat diluat : (în soluție de clorură de sodiu , %) este încălzit într-o baie de apă la o temperatură de °C timp de de minute și împărțit în părți egale La prima porție se adaugă un volum egal de soluție de dimercaptopropansulfonat de sodiu , % și la a doua se adaugă un volum egal de soluție de clorură de sodiu , % Substanțele sunt amestecate în eprubete sterile, care sunt bine închise cu dopuri etanșe Ambele porțiuni de ser se lasă timp de ore la temperatura camerei STUDII BACTERIOLOGICE și apoi examinate cu diagnostice conform metodei general acceptate, începând cu o diluție de : Este posibil să se reducă perioada de inactivare a IgM la ore, dar în acest caz este necesară incubarea serurilor într-un termostat la o temperatură de °C Evaluarea rezultatelor Rezultatele testelor serologice trebuie interpretate în lumina informațiilor suplimentare despre pacient, inclusiv a datelor privind imunizările anterioare, bolile anterioare, probabilitatea expunerii la anumiți agenți patogeni sau antigenele acestora Nicio metodă de diagnosticare de laborator nu poate înlocui evaluarea clinică a bolii de către medicul curant De exemplu, în bolile tifo-paratifoide, chiar și cu cel mai amănunțit examen serologic, se obțin rezultate negative în - % din cazuri (lipsa titrurilor de anticorpi semnificative din punct de vedere diagnostic și creșterea acestora) în prezența confirmării bacteriologice a diagnosticului Reacțiile serologice negative (seroreversia) pot fi observate pe fondul terapiei etiotrope, de exemplu, atunci când se utilizează medicamente antibacteriene Prin urmare, rezultatele negative ale unui studiu serologic în prezența unor simptome clinice specifice nu reprezintă un criteriu fundamental pentru inversarea diagnosticului DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII BACTERIILOR LA MEDICAMENTE ANTIMICROBIENE CONCEPTUL TIPURI ŞI GRADE DE REZISTENŢĂ A BACTERIILOR LA ANTIBIOTICE LA MEDICAMENTE Rezistența naturală este o lipsă determinată genetic de sensibilitate a unui microorganism la medicamentele antimicrobiene În același timp, punctele de aplicare a acțiunii medicamentului ("ținte") în celula microbiană sunt absente sau inaccesibile acesteia Un exemplu de rezistență naturală este rezistența micoplasmelor și pseudomonadelor la benzilpenicilină sau rezistența bacteriilor la medicamentele antifungice Rezistența naturală nu necesită confirmare de rutină de laborator Rezistența dobândită se datorează unei modificări a genomului unei celule microbiene ca urmare a mutațiilor sau este asociată cu achiziționarea de noi informații genetice în timpul conjugării (transferul de material genetic ca urmare a unui fel de proces "sexual" în microorganisme) , transducția (transferul de material genetic folosind fagi) sau transformarea (transferul direct al celulei primitoare a unui fragment de ADN) urmată de selecția tulpinilor rezistente Acest termen este folosit atunci când tulpini rezistente sunt găsite într-o populație de microorganisme sensibile la un anumit antimicrobian Nivelul rezistenței naturale la medicamentele antimicrobiene în tulpinile "sălbatice" de microorganisme poate fi prezis destul de precis pe baza identificării speciilor, iar prezența și nivelul rezistenței dobândite în tulpinile "spital" pot fi stabilite numai după detectarea sensibilității agenților patogeni la antibiotice prin anumite metode În funcție de gradul de sensibilitate la medicamentele antimicrobiene, microorganismele sunt de obicei împărțite în trei grupuri: metoda de detectare a microorganismelor β-lactamaze folosind un disc de nitro-cefină; mm sunt considerate sensibile la benzilpenicilină și alte antibiotice p-lactamice (ampicilină, amoxiclav, cefotaximă, imipenem) și nu sunt testate cu aceste discuri Când coloniile din Str pneitopiae cu diametre ale zonelor de inhibare a creșterii în jurul discurilor cu oxacilină natura epidemică a distribuției (localizarea genelor de rezistență în plasmide) Peste de [ -lactamaze] diferite cu spectru extins au fost descrise până acum Producerea ESBL în tulpinile de microorganisme spitalicești duce la formarea rezistenței la toate penicilinele, cefalosporinele și monobactamii, motiv pentru ineficiența clinică a acestor medicamente Bacteriile producătoare de [ -lactamaze] cu spectru extins prezintă adesea rezistență asociată la antibioticele din alte grupuri (multirezistență) De exemplu, rezistența acestor microorganisme la gentamicină în unele instituții medicale ajunge la %, iar la ciprofloxacină - - % În această situație, carbapenemele sunt practic singurele antibiotice care păstrează eficacitatea clinică împotriva acestor agenți patogeni multirezistenți În prezent, nu există recomandări general acceptate cu privire la lista de microorganisme care trebuie testate pentru BLSE Cel mai adesea, studiile pentru prezența acestor enzime sunt efectuate în tulpinile spitalicești de KlebsieUa spp , E coli și unele alte enterobacterii care s-au dovedit a avea sensibilitate redusă (MIC > μg / ml sau o scădere corespunzătoare a diametrului) a zonei de inhibare a creșterii) la cel puțin una dintre generațiile III de cefalosporine Eficiența detectării ESBL folosind metoda tradițională de difuzie pe disc rămâne extrem de scăzută În acest sens, s-au dezvoltat metode fenotipice speciale de depistare a acestora, bazate pe efectul de suprimare a activității [ -lactamazei în prezența acidului clavulanic (metoda dublu disc, detecția ESBL cu testul E, testul Oxoid, CLSI) metodă) Cu toate acestea, trebuie subliniat că niciuna dintre aceste metode nu oferă detectarea % a ESBL în bacteriile aerobe Gram-negative Detectarea producției de o-[ -lactamaze de metal în bacteriile Gram-negative Unul dintre motivele frecvente ale rezistenței bacteriilor Gram-negative nefermentante (Acmetobacter spp , Pseudomonas spp ) la antibioticele [ -lactamice este formarea metalo-[ -lactamazelor Metalele-[ -lactamazele aparțin clasei moleculare B și conțin ioni de zinc divalenți (Zn +) în centrul activ al enzimei În prezent, au fost descrise tipuri genetice de metalo-L-lactamaze dobândite - GIM, IMP, SIM SPM și VIM În tulpinile spitalicești de bacterii gram-negative, tipurile IMP și VIM sunt cel mai adesea detectate Metalo- -lactamazele au activitate catalitică mare și distrug aproape toate antibioticele -lactamice, inclusiv cefalosporinele și carbapenemele de generația III-IV Metalo-| -lactamazele sunt capabile să se răspândească rapid într-o instituție medicală, deoarece genele care le codifică sunt localizate în elemente genetice mobile Legătura genelor metalo-[ -lactamazei cu alți determinanți ai rezistenței într-o celulă microbiană duce la apariția unor tulpini de bacterii gram-negative multirezistente la medicamente STUDII BACTERIOLOGICE Metalo-β-lactamazele dobândite se găsesc cel mai adesea în ONG-uri și mult mai puțin frecvent în Enterobacteri Stenotrnphomonas maltophilia și Burkhoîderia seracia produc metalo-p-lactamaze specifice speciei, care determină rezistența naturală a acestor microorganisme la carbapeneme Activitatea metalo-p-lactamazelor nu este suprimată de inhibitorii clasici ai serin p-lactamazelor (acid clavulanic, sulbactam, tazobactam), inactivarea lor necesită utilizarea etilendiaminotetraacetatului (EDTA) sau acidului -mercaptopropionic Pentru detectarea metalo-r-lactamazelor se utilizează metoda discurilor duble cu EDTA sau PCR Cel mai semnificativ marker al producției de metalo-β-lactamaze este sensibilitatea redusă sau rezistența bacteriilor gram-negative la carbapeneme Metoda EDTA cu dublu disc Metoda EDTA cu dublu disc se bazează pe detectarea sinergismului dintre antibioticele β-lactamice (ceftazidimă, imipenem și meropenem) și EDTA, care leagă ionii de zinc în locul activ al metalo-β-lactamazelor și inhibă acțiunea acestor enzime în relație la β-lactamine La determinarea sensibilității bacteriilor gram-negative prin metoda de difuzie pe disc în prezența EDTA, se observă o extindere a zonelor de inhibare a creșterii microorganismelor din jurul discurilor cu ceftazidimă, imipenem și meropenem Utilizarea discurilor cu mai multe antibiotice β-lactamice crește sensibilitatea metodei, deoarece unele tulpini de bacterii gram-negative pot face sinergie doar cu unul dintre antimicrobienele de mai sus O cultură pură a microorganismului studiat se aduce la o turbiditate de , conform standardului McFarland și se inoculează cu un tampon pe mediu Muller-Hinton într-o cutie Petri După ce inoculul s-a uscat, în centrul vasului se pune un disc gol, iar discuri cu ceftazidimă ( μg), imipenem ( μg) și meropenem ( μg) sunt plasate la o distanță de mm între centrele discurile Pe un disc gol se aplică μl de soluție de EDTA , M (pH , ) Culturile sunt incubate într-un termostat la o temperatură de ° C timp de - ore În paralel cu studiul culturilor de testat, se efectuează o analiză a tulpinilor de control ale microorganismelor Extinderea zonei de inhibare a creșterii bacteriene între cel puțin unul dintre discurile cu antibiotice p-lactamice și discul cu EDTA indică producerea de metalo-p-lactamaze în tulpina studiată (Fig - ) Sensibilitatea și specificitatea detectării metalo-p-lactamazelor prin metoda EDTA cu dublu disc este de , , respectiv , % Orez - Detectarea producției de metalo-β-lactamaze în bacteriile gram-negative folosind metoda EDTA cu dublu disc A și B - absența metalo-P-lactamazelor în tulpinile bacteriene studiate STUDII BACTERIOLOGICE Orez - Final C și D - prezența o-N-lactamazelor metalice în tulpinile bacteriene studiate Detectarea metalo-p-lactamazelor folosind PCR multiplex Detectarea metalo-β-lactamazelor prin PCR se bazează pe identificarea celor mai comune tipuri de gene (IMP și V M) care codifică aceste enzime Reacția folosește perechi de primeri la regiunile interne ale genelor Navi și Na H Produsele de amplificare sunt detectate folosind analiza electroforetică, precum și în timp real Metoda de PCR multiplex pentru detectarea met alli-p-lactamazei bacteriilor gram-negative are sensibilitate și specificitate de % Capitolul Microbiologie privată I BACTERII GRAM NEGATIVE CHLAMYDIA TAXONOMIA Chlamydia aparține familiei Chlamydiaceae a-proteobacteria Anterior, chlamydia era împărțită în tipuri: Chl trachomatis (agentul cauzator al trachom-limfogranulomului, chlamydia urogenitală și al unui număr de alte boli umane), Chl psittaci (agent cauzator al psitacozei și avortului cu chlamydia la oaie), Chl pneumoniae (agentul cauzal al pneumoniei umane) Comparația dintre ARN ribozomal S și S, proprietățile biochimice, serologice și ecologice ale acestor specii a condus la o schimbare a clasificării Au început să distingă specii, împărțite în genuri: Chlamydia (Chl trachomatis, Chl type-darum și Chl, suis) și Chlamydophila (Chl abortus Chl cawae, Chl felus, Chl pecurum, Chl pneumonia) si Chl psittaci) Această secțiune oferă informații detaliate despre Chl trachomatis, precum și principiile și metodele diagnosticului său CARACTERISTICI GENERALE ALE TRAHOMATEI CHL Chl trachomatis este o bacterie Gram-negativă care este un parazit intracelular obligatoriu al omului Originalitatea biologică a chlamydia, care constă în parazitismul dependent de energie și un ciclu de dezvoltare unic, determină poziția independentă a acestor microorganisme în sistemul procariot Chlamydia are o structură similară cu antigenul lipopolizaharidic și sunt recunoscute prin anticorpi monoclonali specifici fragmentului de trizaharidă alfaKdo-( - )-alfaKdo-( - )-alfaKdo lipopolizaharidă (LPS) De aceea multe dintre ele în testele PIF și serologice sunt identificate ca Chl trachomatis Chl trachomatis are biovari și serovare și provoacă trahom, boli urogenitale, unele forme de artrită, conjunctivită și pneumonie neonatală Agentul cauzal al chlamidiei urogenitale este Chl serovariile trachomatis D, Da E, F, G, H, I, la, J, K Chlamydia diferă de alte bacterii prin ciclul lor unic de viață, care include o succesiune de două MICROBIOLOGIE PRIVATĂ forme înalt specializate adaptate existenței intra și extracelulare Corpurile elementare sunt o formă infecțioasă extracelulară de chlamydia Corpurile elementare au o dimensiune de - nm, au formă ovală, sunt înconjurate de un perete celular rigid, impermeabil și conțin o nucleotidă densă și un protoplast deshidratat, care oferă rezistență la factorii de mediu atunci când sunt transferați de la celulă la celulă și de la o gazdă la alta Ciclul de dezvoltare a chlamidiei are loc numai în interiorul vacuolelor asociate cu membrana celulei gazdă, unde corpurile elementare sunt transformate secvenţial în altele mai mari - cele reticulare Corpii reticulari sunt polimorfi si pot avea forma rotunda, ovala, semilunara, nu au o dimensiune constanta (valoarea variaza de la la nm), nu au proprietati infectioase, nu au nucleotida, sunt permeabile la tripsina si sunt distruse de ultrasunete Corpii reticulari sunt așa-numita formă vegetativă intracelulară, capabilă să crească și să se divizeze Studiile clinice au arătat că unii agenți antibacterieni pot acționa în stadiul de transformare a corpurilor elementare în corpuri reticulare, alții - în timpul fisiunii binare a corpurilor reticulare Corpii elementari sunt de obicei localizați în incluziuni intracelulare mari, corpuri reticulare - în formațiuni limitate de membrană Perioada de incubație a chlamydia durează - de zile din momentul infecției (în medie - zile) Prima etapă a procesului infecțios este adsorbția corpurilor elementare de chlamydia pe membrana plasmatică a unei celule sensibile a organismului gazdă sub acțiunea forțelor electrostatice Introducerea chlamidiei are loc prin endocitoză în decurs de - ore În același timp, gelurile elementare, pătrunzând în celulă, folosesc ATP celular pentru creștere și reproducere și după - ore se transformă în corpuri reticulare Chlamydia este capabilă să-și sintetizeze propriul ATP în cantități mici, aminoacizi individuali, acumulează glicogen, dar există în principal datorită compușilor macroergici și substraturilor biologice ale celulei gazdă În procesul de creștere și diviziune a corpurilor reticulare, se formează microcolonii - incluziuni de chlamydia (corpii Halberstadter-Prowachek) În - de ore de la dezvoltare, ele sunt localizate în veziculă citoplasmatică formată din membrana celulei gazdă Interacționând cu celulele sensibile, chlamydia sunt paraziți activi, folosind diverși factori de patogenitate După ce au pătruns în celulă, chlamydia viabilă prezintă activitate strict specifică îndreptată împotriva lizozomilor cu vacuola fagocitară înconjurătoare, limitată de o porțiune a membranei citoplasmatice a celulei gazdă, care s-a separat atunci când fagocitul a absorbit agentul infecțios Astfel, ei dezactivează cel mai important mecanism de protecție al celulei gazdă - fagocitoza, oferindu-se posibilitatea de reproducere ulterioară în incluziunea citoplasmatică a celulelor macroorganismelor În patogeneza chlamidiei urogenitale, pe lângă acțiunea directă a agentului patogen asupra celulelor infectate ale epiteliului care căptușește tractul genito-urinar, deteriorarea țesuturilor înconjurătoare de către enzimele lizozomale hidrolitice eliberate din celulele infectate în timpul perioadei de reproducere a microorganismului și efect toxic al produselor de autoliză a celulelor distruse, activitatea toxică inerentă tuturor chlamidiei Microcoloniile pot conține de la până la de corpuri elementare Procesul de maturare și transformare a corpurilor reticulare prin transformarea în corpuri elementare durează - de ore Ciclul complet de reproducere are loc în - de ore și se termină cu distrugerea celulei afectate Chlamydia poate fi eliberată dintr-o celulă infectată MICROBIOLOGIE PRIVATĂ prin exocitoză, menținându-și viabilitatea, ceea ce duce la un curs asimptomatic de infecție cu chlamydia În condiții biochimice nefavorabile, durata ciclului de viață al chlamidiei poate crește semnificativ Ca urmare a reproducerii Chl trachomatis, un proces inflamator se dezvoltă în celulele epiteliale infectate, a cărui severitate depinde de starea imunității locale și generale specifice și nespecifice După invazia chlamidiei, se formează complement, ceea ce duce la stimularea granulocitelor Această reacție inflamatorie este însoțită de moartea celulelor locale și distrugerea țesuturilor, care este completată de eliberarea de fosfolipază A și prostaglandine, ceea ce duce la edem și hiperemie a membranei mucoase, perturbarea integrității stratului epitelial cu descuamarea parțială a epiteliului Transformarea corpurilor reticulare în cele elementare nu necesită doar energie, ci depinde și de prezența substraturilor biologice, printre care triptofanul ocupă locul cel mai important În procesul de inflamație, limfocitele secretă citokine, inclusiv y-IFN, care induce indolamindioxigenaza intracelulară, care distruge triptofanul O scădere a conținutului de triptofan duce la moartea chlamidiei sau la o încetinire a proceselor de replicare, în timp ce corpurile reticulare neinfecțioase, nedivizoare încep să se acumuleze în celula epitelială Ciclul de dezvoltare al chlamydia este suspendat, cu toate acestea, în ciuda condițiilor nefavorabile, corpurile reticulare își păstrează viabilitatea (persista) Dezvoltarea ulterioară și rezultatul acestei afecțiuni depind de nivelul conținutului de triptofan O scădere a conținutului de y-IFN și o creștere a rezervorului intracelular de triptofan duce la rediferențierea formelor persistente de chlamydia în dace elementare infecțioase, la ieșirea lor din celulă și la continuarea procesului infecțios Peretele celular al chlamidiei este format din două membrane duble - interioară (citoplasmatică) și exterioară, ceea ce asigură rezistența peretelui celular Proprietățile antigenice ale chlamidiei sunt determinate de membrana interioară, care este reprezentată de lipopolizaharide LPS au doi determinanți antigenici Primul este un determinant specific genului, a cărui jumătate reactivă este reprezentată de acidul -ceto- -deoxioctanoic, utilizat în diagnosticul bolii prin metode imunofluorescente folosind anticorpi specifici Al doilea - determinantul antigenic - dă reacții încrucișate cu unele bacterii gram-negative Așa-numitele proteine ale membranei exterioare (OMP) sunt integrate în membrana interioară Proteina de bază a membranei exterioare (MOMP) reprezintă % din proteina totală Restul structurii antigenice este reprezentat de proteine ale membranei exterioare de al doilea tip - OMP- (proteină saturată cu cisteină cu o greutate moleculară de kDa) MOMP și OMP- determină specificitatea de specie și tip de chlamydia, deși, datorită prezenței unor situsuri cu asemănare mare în cadrul genului, sunt posibile reacții încrucișate între diferite specii (Tabelul - ) Tabelul - Antigenele Chl trachomatis (conform lui Mardh R A , ) Antigen Compoziție chimică Note Frecvent pentru diferite LPS de chlamydia Trei domenii antigenice diferite Proteine specifice speciei Mai mult de componente diferite de kDa în Ch! trachomatis, epitopi în proteină de kDa, proteină de șoc termic hsp Epitopi proteici specifici de tip în proteină de kDa (MOMP), proteină de kDa în serotipurile A și B MICROBIOLOGIE PRIVATĂ MOMP și proteinele bogate în cisteină sunt legate prin legături disulfurice Au fost găsite cinci gene ale izomerazelor legate de disulfură care joacă un rol în diferențierea corpurilor elementare în cele reticulare Chl trachomatis, au fost identificate gene care codifică OMP MOMP este considerat locul principal de interacțiune cu limfocitele T în Chl trachomatis În consecință, răspunsul imun umoral este direcționat împotriva domeniilor variabile expuse la suprafață ale proteinei Prezența MOMP Chl trachomatis în țesutul trompelor uterine ale femeilor este asociată cu infertilitatea și salpingita cronică, precum și cu ocluzia bilaterală a trompelor uterine Titrul mediu de IgG antichlamidial este semnificativ mai mare la pacienții cu MOMP comparativ cu pacienții la care acest antigen nu a fost detectat OMP- Chl trachomatis este, de asemenea, un loc de legare pentru sistemul imunitar Invazivitatea chlamidiei este asociată cu structura părții de carbohidrați a LPS principal al membranei lor exterioare Au fost dezvăluite toxicitatea și proprietățile spermicide ale peretelui celular Chlamydia LPS pentru spermatozoizi Chlamydia conține proteină de șoc termic (HSP), care este omoloagă ca compoziție antigenică cu HSP umană Formele persistente de chlamydia contribuie la formarea HSP foarte imunogen cu o greutate moleculară de kDa (HSP- ) Odată cu dezvoltarea procesului infecțios, sinteza HSP de chlamydia crește semnificativ pentru a proteja împotriva mecanismelor imunologice externe Răspunsul imun al organismului gazdă la HSP poate fi atât protector, cât și patologic Există o părere că anticorpii anti-chlamydia formați în organismul gazdă sunt în același timp autoanticorpi la propriul lor HSP- , care este una dintre primele proteine sintetizate în corpul unei femei de către celulele epiteliale decidua bazdlis după fertilizare În primele etape ale sarcinii la o femeie cu infecție cronică cu chlamydia, expresia HSP- poate reactiva limfocitele sensibilizate la chlamydia HSP- , ducând la degenerarea embrionară Acest mecanism poate avea o importanță semnificativă în patogeneza infertilității feminine Prezența corelațiilor clinice și histologice ale imunoreactivității la Chl trachomatis și epitopi HSP- la femeile cu sarcină ectopică și femeile cu avorturi spontane Ei au înregistrat anticorpi specifici la peptide sintetice corespunzătoare epitopilor principali ai HSP- Salpingita a fost găsită la aproximativ jumătate dintre pacientele cu sarcină ectopică, iar prezența acesteia a fost corelată cu detectarea anticorpilor la doi epitopi HSP- Pacienții cu sarcină ectopică au avut un nivel mai mare de IgG anticlamidiene comparativ cu pacienții cu localizare intrauterină a sarcinii În grupul de Chl infectați trachomatis la femeile care aveau anticorpi specifici la epitopii HSP- , a existat o incidență mare a salpingitei și a aderențelor în anexele uterine Pacienții care au avut anticorpi specifici numai la Chl trachomatis nu diferă de femeile seronegative din aceste categorii; prin urmare, se crede că inducerea aderențelor în anexele uterine în prezența Chl tracnomatis este determinată de prezența anticorpilor specifici pentru HSP- MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Chl trachomatis provoacă o serie de boli la om: trahom, paratrachom, limfogranulom venerian, chlamydia urogenitală, conjunctivită și pneumonie neonatală Rezervorul de infecție este o persoană (animalele în condiții naturale sunt imune la această chlamydia) Aproximativ % dintre bărbați și % dintre femei sunt purtători asimptomatici MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Principalele căi de transmitere sunt sexuale, perinatale și casnice (cu contact strâns cu sursa de infecție) Trahom și paratrahom Boala este omniprezentă: anual până la - de milioane de oameni se îmbolnăvesc în lume, dintre care - de milioane de trahom provoacă pierderea vederii La noi, incidența a scăzut brusc după măsurile preventive în masă din anii - Perioada de incubație variază de la la zile Ambii ochi sunt cel mai frecvent afectați Boala este cronică și decurge în etape: • în prima etapă, inflamația este pronunțată, pe fondul hiperemiei și infiltrației conjunctivei în zona pliurilor de tranziție și a pleoapelor, apar foliculi mari și papilele; • în a doua etapă, o parte din foliculi se rupe, o parte se contopește între ele, ceea ce conferă conjunctivei un aspect gelatinos, apar cicatrici În această etapă, pacienții sunt cei mai contagioși; • în a treia etapă devine predominant procesul de cicatrizare a conjunctivei, deși semnele procesului inflamator persistă, corneea devine tulbure, se poate forma volvulul pleoapei; • la a patra etapă, conjunctiva are un aspect albicios, cu un număr mare de cicatrici în formă de stea, nu există semne de inflamație Intensitatea simptomelor poate varia mult, iar manifestările clinice descrise mai sus sunt în unele cazuri neclare și greu de recunoscut Una dintre formele bolii cu evoluția cea mai benignă se numește paratrahom Acest sindrom, cauzat de serovariile urogenitale ale agentului patogen, începe cu conjunctivită acută, care se caracterizează printr-o hiperemie ascuțită a conjunctivei pleoapelor și a pliurilor de tranziție, edem și infiltrație În mod obișnuit, apariția foliculilor largi aranjați în rânduri în fornixul inferior; în viitor, foliculii se pot îmbina, formând role situate orizontal Cu toate acestea, spre deosebire de trahom, foliculii conjunctivali dispar complet fără cicatrici Boala este acută, ocazional având o evoluție subacută sau cronică Chlamydia urogenitală Chlamydia urogenitală se manifestă în două forme principale: • uretrita, care debutează cu mâncărimi ușoare, disurie, aspect moderat de seros, rar secreții seros-purulente din uretră Inițial este afectată uretra anterioară; ulterior, infecția se poate răspândi în sus, afectând glanda prostatică Simptomatologia acestei forme de infecție se poate schimba semnificativ cu un curs mixt de chlamydia cu alte boli cu transmitere sexuală (în primul rând trichomoniaza), deoarece Trichomonas fagocită ChL trachomatis, transferându-l în părțile neafectate ale uretrei; • cervicita, manifestată prin inflamația sero-purulentă a spatelui vaginului și a colului uterin Chlamydia urogenitală provoacă adesea complicații ale sistemului genito-urinar și ale altor organe Dintre aceste complicații, se înregistrează cel mai adesea epididimita, orhiepididimita (care poate provoca infertilitate), mai rar strictura uretrală, cistita hemoragică și leziuni sistemice, inclusiv sindromul Reiter Acesta din urmă se caracterizează prin dezvoltarea consecventă a uretritei, a leziunilor oculare (conjunctivită, iridociclită, uveită) și a artritei reactive la un pacient Tabloul clinic al diferitelor forme de chlamydia urogenitală și complicațiile acestora este nespecific, amintește de simptomele ITS de alte etiologii În plus, infecția este adesea asimptomatică Acest lucru impune necesitatea de a utiliza metode de diagnostic de laborator pentru a face un diagnostic final PRIVAT microbiologie sn Chlamydia perinatală la nou-născuți Apare ca urmare a infecției copiilor în timpul nașterii Poate fi asimptomatic (cel mai adesea agentul patogen este localizat în nazofaringe) În cursul acut al infecției la copii, conjunctivita se dezvoltă în primele zile după naștere (acest sindrom este adesea numit blenoree cu incluziuni) Colonizarea progresivă a nazofaringelui poate provoca pneumonie la sugari în primele luni de viață DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al infecției cu C/r/, trachomatis include detectarea antigenelor chlamydia în reacția de imunofluorescență (RIF) și un test imunocromatografic (ICT) într-o etapă, izolarea acestora pe modele de laborator ale culturilor celulare transplantate, detectarea genomului chlamydia prin moleculară metode biologice și depistarea anticorpilor specifici în sânge Diagnosticul de chlamydia este confirmat de un rezultat pozitiv din metoda culturii celulare sau alte două metode Este important să alegeți unele de încredere, care vă vor permite să diagnosticați corect și să efectuați și să monitorizați în timp util tratamentul specific În cazurile discutabile, se propune utilizarea unei alte metode suplimentare - arbitrajul Pentru a alege metoda potrivită pentru diagnosticarea infecțiilor asociate cu Chl trachomatis, este necesar să se compare metodele utilizate de fiecare laborator, să se evalueze sensibilitatea, specificitatea și valoarea predictivă a unui rezultat pozitiv și negativ Prima cerință pentru investigarea eficientă a suspectului de chlamydia este selectarea unor teste de diagnostic fiabile În tabel - prezintă diverse metode de diagnostic de laborator al infecției cu chlamydia recomandate de ECDC, sunt indicate avantajele și dezavantajele acestora Tabelul - Metode de diagnosticare a chlamydia Metode de diagnostic Beneficii Dezavantaje Teste de amplificare a acidului nucleic (PCR, SDA, TDA) Sensibilitate ridicată ( - %), posibilitatea utilizării probelor de urină și tampoane vulvovaginale, inclusiv cele prelevate de către pacienți singuri, pentru localizarea extra-genitală a chlamydia, în special rectală Cost ridicat, posibile rezultate fals pozitive, neautorizat pentru localizare exgragenitală ELISA Poate fi adaptat pentru studii individuale, cost redus Sensibilitate scăzută ( - %), nu este potrivit pentru testarea probelor de urină și autoprobele Metoda culturală Poate fi folosită pentru a studia toate tipurile de probe, specificitate ridicată Sensibilitate scăzută ( - %), cost ridicat, laboriozitate, necesită cercetător înalt calificat, neadecvat pentru studii de masă RIF Poate fi folosit pentru testarea tuturor tipurilor de probe, obținând rapid un răspuns Sensibilitate scăzută la examinarea probelor de urină, laboriozitate, necesitatea confirmării Noi variante ale Chl trachomatis, care poate să nu fie detectat prin metode standard În aceste cazuri, este necesar să se reexamineze proba folosind mai multe metode MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Luarea de material pentru cercetare Eficacitatea diagnosticului infecției cu chlamydia depinde de colectarea corectă a materialului clinic, de condițiile de livrare a acestuia în laborator și de utilizarea unor teste de diagnostic de înaltă calitate Pentru a detecta chlamydia, se examinează diverse materiale clinice, cel mai adesea răzuire din mucoasa uretrală la bărbați și din canalul cervical și mucoasa uretrală la femei Odată cu introducerea tehnicilor de biologie moleculară, a devenit posibilă obținerea de specimene clinice neinvazive, cum ar fi urină expulzată liber la bărbați și secreții vaginale la femei Dacă este necesar, materialul pentru cercetare este luat din rect, nazofaringe, conjunctiva pleoapei inferioare La copii, se examinează secreția conjunctivei pleoapei inferioare, peretele faringian posterior și vulva la fete Conform indicațiilor clinice, este posibil să se studieze biopsia și materialele chirurgicale Materialul poate fi obținut folosind o lingură Volkmann, o perie specială sau o sondă cu tampon Dacron Calitatea materialului clinic obținut depinde de starea generală a pacientului la momentul efectuării frotiului Cel mai informativ material clinic obținut în condițiile în care: • studiul a fost realizat cu semne clinice ale bolii; • pacientul nu a utilizat medicamente topice în ultimele - de ore; • pacientul nu a luat medicamente antibacteriene în ultimele - săptămâni; • la femei, la examinarea scurgerilor sau răzuirii din tractul urogenital, prelevarea de probe a fost efectuată aproximativ la mijlocul ciclului menstrual (dacă boala nu are manifestări evidente) sau în zilele în care nu a existat spotting (cu o exacerbare a infectiei) proces); • la bărbați, prelevarea de probe din uretră a fost efectuată cu retenție urinară timp de , - ore Nerespectarea acestor condiții poate afecta calitatea studiului și poate distorsiona rezultatele acestuia Pentru a studia materialele obținute din canalul cervical, uretra, rect, nazofaringe, conjunctivă, precum și materialele de biopsie și chirurgicale, se folosesc mai des metoda de cultură, PIF, PCR și ELISA Pentru a studia prima porțiune de urină și secreții vaginale, se utilizează numai PCR Când luați material pentru aceste studii, se recomandă să respectați următoarele recomandări Preluarea materialului pentru RIF și IHT La bărbați, în prezența scurgerilor din uretra, suprafața glandului penisului și zona deschiderii externe a uretrei trebuie curățate cu un tampon de tifon, iar prepuțul trebuie tras înapoi pentru a preveni contaminarea a materialului cu microfloră străină O citopersă specială este introdusă , - cm în uretră, rotită timp de s și îndepărtată La femei, o probă din uretră este luată în același mod ca barbatii Cu o cantitate mare de scurgere, deschiderea externă a uretrei trebuie pre-curățată cu un tampon de bumbac O probă din colul uterin este luată folosind un speculum vaginal și o sondă de tampon Dacron, o perie cervicală de unică folosință sau o lingură Volkmann Este necesar să curățați bine orificiul extern al canalului cervical de scurgerile vaginale folosind un tampon mare de tifon, care va preveni contaminarea probelor cu microfloră străină După introducerea în canalul cervical cu - cm, sonda tampon este rotită de mai multe ori Materialul de testat este transferat de la sonda tampon pe o lamă de sticlă MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Pentru a lua un frotiu din conjunctivă, este necesar să treceți o sondă cu tampon de-a lungul pleoapei inferioare Pentru a lua un frotiu din nazofaringe, se efectuează un tampon special de-a lungul peretelui din spate al faringelui Materialul prelevat este plasat pe o lamă de sticlă degresată cu o mișcare de rotație, în timp ce citopersuța este rulată peste sticlă Preparatele se usucă în aer la temperatura camerei Preluarea de materiale pentru cercetare culturală Materialul clinic destinat izolării chlamydia în cultura celulară este plasat în recipiente sterile cu un mediu de transport special pentru chlamydia Regulile de preluare a materialului sunt similare cu cele de mai sus Pentru preluarea materialului se folosesc citoperii și sonde tampon care sunt plasate în eprubete speciale cu mediu de transport În absența unui mediu de transport industrial, se prepară din mediul RPMI- O la care se adaugă % ser fetal și ser sanguin de bovine, antibiotice (benzilpenicilină, streptomicina, gentamicina, kanamicina) și prednisolon ( μg/ml) Mediile care nu sunt concepute în acest scop pot fi toxice pentru celule, ducând la rezultate fals negative ale testelor Preluarea de materiale pentru cercetarea biologică moleculară Materialul clinic pentru studiile biologice moleculare este colectat în tuburi Eppendorf cu un mediu de transport recomandat de producătorul sistemului de testare Prima porțiune de urină eliberată liber în cantitate de - ml este colectată după o toaletă amănunțită a organelor genitale într-o eprubetă sterilă uscată Prelevarea de sânge pentru teste serologice Pentru examinarea serologică, sângele capilar sau venos cu un volum de , - , ml este luat într-o eprubetă uscată fără conservant Este de preferat să se utilizeze tuburi speciale cu vid care previn infectarea personalului care efectuează puncția venoasă și hemoliza probelor prelevate În acest scop, pot fi folosite tuburi de vid fără umplutură sau cu acceleratoare de coagulare a sângelui Transport material Materialele destinate diagnosticului cultural trebuie păstrate la frigider la o temperatură de - CC și livrate la laborator în decurs de ore Probele sunt livrate la laborator, dacă este posibil, în decurs de , - ore de la recoltare și păstrate la - °C timp de zi Dacă este necesar, pot fi congelate la - °C și livrate la laborator în de ore, acoperite cu gheață Studiul necesită conservarea chlamydia vii, astfel încât fluctuațiile de temperatură în timpul transportului pot juca un rol decisiv în obținerea unui rezultat fiabil Pentru a evita acest lucru, mostrele sunt transportate în saci termici; cu ajutorul unor indicatori speciali, se pot aprecia schimbările de temperatură în ele Preparatele destinate examinării prin metode imunoluminiscente trebuie să fie livrate la laborator în aceeași zi Dacă este necesar, preparatele fixate timp de - minute cu acetonă rece pot fi păstrate la °C timp de zile și la - °C timp de lună Probele cu material PCR pot fi păstrate până la zile înainte de a fi trimise la laborator la °£ Probele de urină trebuie să fie livrate la laborator în cel mult de ore de la recoltare Dacă este necesar, aceste probe pot fi păstrate timp de lună la - °C Sângele pentru testarea serologică este livrat la laborator în decurs de ore După separarea plasmei sanguine, materialul se păstrează timp de - luni la o temperatură de - °C MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Detectarea agentului patogen în materialul clinic Microscopia fluorescentă dezvăluie chlamydia în frotiuri de material clinic și culturi de celule infectate preparate pe lame de sticlă Preparatele uscate la aer sunt fixate cu acetonă răcită la °C timp de minute Aceștia sunt apoi tratați cu anticorpi mono- sau policlonali specifici marcați cu fluoresceină Prelucrarea ulterioară a medicamentelor, contabilizarea și evaluarea rezultatelor se efectuează în conformitate cu instrucțiunile pentru sistemul de testare de diagnosticare Sensibilitatea și specificitatea RIF în analiza materialului clinic pentru prezența chlamidiei sunt de - %, respectiv - % Cu toate acestea, nu este conceput pentru a examina materialele obținute din rect, nazofaringe sau probe de urină Necesită reactivi scumpi (anticorpi imunofluorescenți) și echipamente speciale Testele cromatografice într-o singură etapă sunt din ce în ce mai utilizate în practica medicală Avantajele lor sunt simplitatea, costul redus, posibilitatea de a obține rezultate în - minute (acest lucru face posibilă utilizarea lor direct la patul pacientului sau în timpul examinării sale inițiale în clinică) Astfel de teste au fost dezvoltate și pentru diagnosticarea Chl trachomatis Un conjugat de particule de aur coloidal cu anticorpi monoclonali la antigenul lipopolizaharidic bacterian a fost adsorbit pe benzi de testare cu nitroceluloză În prezența urinei, a spălărilor din organele genitale și a uretrei în materialul clinic testat, conjugatul formează o bandă colorată Această metodă nu permite diferențierea infecțiilor diferitelor chlamydiae, deoarece lipopolizaharidele lor dau reacții încrucișate Un alt dezavantaj semnificativ al sistemelor de gest TIC produse în prezent este sensibilitatea lor scăzută, ceea ce le permite să fie utilizate în primul rând pentru screening: un rezultat TIC negativ nu dovedește absența infecției cu chlamydia la un pacient și trebuie confirmat de rezultatele examinării probelor prin alte metode Izolarea și identificarea agentului patogen Una dintre cele mai obiective metode de diagnostic de laborator al infecției este izolarea Chl tracnomatis din țesuturile afectate în cultura celulară Este laborios și lung - durează de la la zile pentru a primi un răspuns În același timp, metoda de cultură este inferioară altor metode în sensibilitate, care, la examinarea unei probe din canalul cervical, este de - % față de RIF și - % față de PCR Izolatele izolate în cultura celulară sunt identificate în RIF sau ELISA Culturile celulare de linii continue (McCoy, L ) sunt inițial crescute în baloane neutre de sticlă sau plastic în mediu nutritiv RPMI- suplimentat cu ser fetal % și antibiotice După formarea unui monostrat celular pe peretele balonului, mediul nutritiv este îndepărtat complet, celulele sunt spălate cu soluție Hank, acoperite cu soluție Versen încălzită la °C, iar balonul este plasat într-un termostat la o temperatură de °C timp de câteva minute până când celulele se umflă Apoi soluția Versen este îndepărtată complet și se adaugă mediu nutritiv proaspăt Cantitatea de mediu nutritiv introdus trebuie să fie de ori mai mică decât mediul de creștere Celulele sunt suspendate cu grijă și concentrația este calculată folosind o cameră Goryaev Concentrația de semințe a celulelor este de - de celule la ml Suspensia celulară se toarnă în sticle de sticlă de ml cu plăci-lame de acoperire pentru substrat Celulele sunt incubate într-un termostat la °C într-o poziție înclinată la un unghi de - ° până când se formează un monostrat celular Înainte de infectare, toate flacoanele sunt privite la o mărire scăzută a unui microscop inversat, respingându-le pe cele care nu au un solid MICROBIOLOGIE PRIVATĂ monostrat celular Din flacoanele cu culturi celulare destinate izolării chlamydia, mediul nutritiv este îndepărtat complet Introducerea fiecărui material de testat în cel puțin flacoane într-un astfel de volum încât placa cu celule să fie complet acoperită (cel puțin , ml) Eprubetele se pun într-un termostat pentru adsorbția chlamydia timp de , - ore, apoi se îndepărtează materialul de testat, monostratul celular se spală o dată cu soluție Hank și un mediu de întreținere fără antibiotice cu % ser și μg/ml prednisolon se adaugă în flacoane Flacoanele se pun într-un termostat la °C timp de h După încheierea perioadei de incubare, plăcile se scot din flacoane, se spală cu soluție de NaCl , %, se usucă, se lipesc pe o lamă de sticlă cu adeziv BF- cu monostratul celular în sus și fixat în acetonă răcită Detectarea chlamidiei în preparatele de cultură celulară se realizează folosind PIF Izolarea Chl trachomatis în cultura celulară permite nu numai diagnosticarea infecției, ci și determinarea sensibilității izolatului izolat la medicamentele antimicrobiene, ceea ce este necesar pentru a selecta cele mai eficiente mijloace de tratare a pacientului În acest scop, se efectuează treceri oarbe de probe clinice pe culturi celulare cu o creștere a numărului de baloane infectate în primul pasaj până la , în al doilea - până la Înainte de infectarea culturii celulare, testul materialul este supus înghețului și decongelarii preliminare pentru o eliberare mai completă a agentului patogen în mediul nutritiv După a treia trecere, placa de substrat este îndepărtată dintr-un flacon și gradul de acumulare de chlamydia este evaluat utilizând analiza imunofluorescentă Se prepară o probă mixtă din restul de flacoane Odată cu acumularea de chlamydia în tubul de control pentru mai mult de +, se efectuează o analiză pentru rezistența la antibiotice Pentru a face acest lucru, flacoanele cu cultură celulară sunt inoculate cu izolat de chlamydia și plasate într-un termostat la o temperatură de °C Începând din prima zi, antibioticele sunt introduse în ele în mediul RPMI- la trei concentrații - terapeutice medii, de ori mai mari și de ori mai mici De exemplu, la o doză zilnică terapeutică medie de doxiciclină de , g, sunt testate diluții de și μg/ml Pentru fiecare dintre ele luați cel puțin fiole După zile, plăcile de substrat sunt îndepărtate din flacoane, spălate cu soluție de NaCl , %, uscate, montate pe o lamă de sticlă, fixate, colorate cu ser luminiscent și se evaluează rezistența la antibiotice prin microscopie fluorescentă Sensibilitatea chlamydia la antibiotice este apreciată de absența elementelor luminiscente tipice din punct de vedere morfologic din preparat Diagnosticare moleculară Cele mai promițătoare și foarte sensibile metode de depistare a chlamidiei sunt biologice moleculare - PCR, reacție de hibridizare, detecție ARN, SDA, NASBA PCR în timp real (RT-PCR) face posibilă combinarea amplificării cu detectarea acumulării produselor sale în timpul perioadei de reacție La amestecul de reacție se adaugă sonde marcate fluorescent (sonde FM), când apare un produs de amplificare specific, sondele hibridizează cu acesta, determinând o creștere a nivelului semnalului fluorescent, care este citit de detectorul fluorimetric; procesarea semnalului se realizează folosind software-ul instrumentului Utilizarea PCR în timp real nu implică analiza post-amplificare a produselor de reacție și extragerea conținutului de eprubete contaminat Durata totală a studiului vă permite să obțineți rezultatul în , - ore de la primirea materialului clinic în laborator Această metodă oferă o evaluare cantitativă a conținutului de ADN al unui microorganism dintr-o probă clinică, deoarece a fost stabilită o dependență directă a cantității inițiale a de ADN modificat de începutul înregistrării semnalului fluorescent Pe baza acesteia, au fost elaborate protocoale pentru determinarea concentrației agenților patogeni ADN MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Există o corelație între severitatea manifestărilor clinice în infecția cu chlamydia și concentrația de Chl trachomatis în evacuarea tractului urogenital La analizarea cauzelor eșecului tratamentului la unii pacienți cu chlamydia, s-a sugerat că poate exista o relație între densitatea mare inițială a colonizării chlamydia și formarea rezistenței heterotipice a chlamydia la medicamentele antibacteriene Posibil, determinarea concentrației inițiale de ADN Chl trachomatis va permite prezicerea răspunsului la terapia cu antibiotice și alegerea celui mai optim regim de tratament Detectarea concentrației scăzute de ADN Chl Trachomatis în evacuarea tractului urogenital va permite o evaluare mai obiectivă și explicarea rezultatelor discordante ale metodelor de amplificare și neamplificare pentru diagnosticarea infecției cu chlamydia Ca alternativă la PCR, care se bazează pe principiul dublării materialului genetic în timpul diviziunii sistemelor celulare, a fost propusă o metodă care simulează replicarea in vitro a retrovirusurilor, unde ținta pentru amplificare este o moleculă de ARN monocatenar O metodă numită Self-Stained Sequence Replication sau SR se bazează pe acțiunea competitivă a enzime implicate în replicarea retrovirală - revers transcriptaza, ribonucleaza H (RNaza H) și ARN polimeraza ADN-dependentă Reacția are loc cu participarea unor primeri specifici la o temperatură constantă Ca rezultat al reacției de amplificare, se formează până la y- copii de ARN în - de minute Pe baza tehnicii SR, a fost dezvoltată o tehnologie PCR numită Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) În prezent, NASBA este un nume patentat pentru tehnologia pe baza căreia kiturile de reactivi comerciale sunt produse sub marca comercială NucliSens (bioMerieux*, Franța) Caracteristicile tehnologiei NASBA au un avantaj față de PCR în diagnosticul agenților infecțioși, inclusiv chlamydia, deoarece ținta pentru amplificarea PCR, spre deosebire de PCR, este o moleculă de ARN, iar utilizarea ARN-ului ribozomal în diagnosticul infecțiilor bacteriene poate oferi unele avantaje • Numărul de copii ale ARN-ului ribozomal poate varia de la câteva sute la câteva zeci de mii într-o celulă, oferind o concentrație suficient de mare de ținte pentru amplificare chiar și la concentrația minimă de celule bacteriene din probă • ARN-ul este un material mult mai puțin stabil decât ADN-ul, iar rezultatele diagnosticului bazate pe NASBA pot reflecta mai adecvat eficacitatea terapiei antibacteriene în curs de desfășurare Din moment ce ADN-ul lui Chl trachomatis, datorită stabilității sale, poate fi izolat de tractul urogenital pentru o lungă perioadă de timp după un tratament de succes, se recomandă controlul (tm) vindecat în - săptămâni de la finalizarea acestuia În același timp, ARN-ul se degradează destul de repede în timpul morții și distrugerii celulelor, motiv pentru care diagnosticul ARN poate judeca mai precis prezența sau absența agenților patogeni viabili și a infecției cu chlamydia în curs Rezultatele studierii posibilității utilizării NASBA ca instrument de monitorizare a eficacității tratamentului au arătat că Chl trachomatis nu a fost detectat la niciun pacient la o săptămână după terminarea tratamentului, în timp ce ADN a fost detectat la unii pacienți timp de - săptămâni Astfel, NASBA permite nu numai atingerea unei sensibilități ridicate în detectarea Chl trachomatis, dar și pentru a detecta microorganismele viabile Diagnosticul serologic Studiile serologice sunt clasificate ca metode auxiliare pentru diagnosticarea chlamydia Ele vă permit să determinați stadiul și natura cursului bolii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ niya Acest lucru este deosebit de important în infecția ascendentă și persistentă, care menține cursul cronic al bolii timp de multe luni și ani și dăunează sau distruge țesuturile și organele Metodele de diagnostic retrospectiv al infecției sunt indispensabile atunci când este dificil să se ia material pentru detectarea antigenului (de exemplu, la copii) Ele se bazează pe detectarea anticorpilor specifici care se acumulează în sânge și secreții în timpul răspunsului imun la introducerea agentului cauzal al unei boli infecțioase Trei clase de anticorpi prezintă reactivitate specifică în raport cu chlamydias - IgM, IgG și IgA Acumularea fiecăruia dintre ele are loc la intervale diferite de la debutul răspunsului imun și depinde de natura infecției (primară sau secundară) În infecția primară, IgM apare mai întâi apoi IgG și în sfârșit IgA Pe măsură ce răspunsul imun se estompează, scăderea concentrației de anticorpi din fiecare dintre clase are loc în aceeași secvență Răspunsul imun în timpul infecției secundare se caracterizează printr-o creștere rapidă a titrului de IgG și IgA și absența aproape completă a IgM Prin urmare într-un proces infecțios acut la pacienți, pot fi detectate IgM sau titruri în creștere rapidă de IgG și IgA În infecția cronică sunt detectate IgG și IgA specifice ale căror concentrații nu se modifică mult timp Într-un număr de cazuri (" %) în infecțiile cronice, formarea IgG specifice este precedată de înregistrarea titrurilor scăzute de Ig timp de câteva săptămâni La pacienții cu evoluție asimptomatică a bolii, determinarea IgA în titruri constant scăzute pentru o perioadă lungă de timp indică persistența microorganismului Titrurile scăzute persistente de IgG specifice indică o infecție pe termen lung cu chlamydia În infecția acută, detectarea IgM specifice are valoare diagnostică; în formele cronice de chlamydia trebuie determinate IgA și IgG La interpretarea datelor obținute, trebuie amintit că detectarea anticorpilor specifici nu indică fără echivoc o infecție cu chlamydia, la fel cum rezultatele negative ale testelor serologice nu exclud prezența unei infecții cu chlamydia actuale sau trecute Pentru a evalua dinamica modificărilor titrurilor de anticorpi de diferite clase, în practica clinică, sunt adesea examinate probe de ser de sânge pereche obținute de la un pacient cu un interval de - săptămâni În timpul tratamentului, o scădere de - ori a titrurilor de IgG și IgA indică eficacitatea acestuia Sistemele de testare comerciale existente permit determinarea anticorpilor specifici IgM-, IgA-, IgG la chlamydia în serul sanguin Metodele serologice pot fi recomandate pentru examinarea copiilor, cu un curs complicat al procesului infecțios la adulți, atunci când alte metode de detectare a agentului patogen sau a antigenului acestuia sunt inacceptabile (de exemplu, când agentul patogen este localizat în trompele uterine), precum și atunci când se efectuează studii epidemiologice în masă BORDETELLA TAXONOMIA Agentul cauzal al tusei convulsive, B periussis, aparține genului Bordetella, care include încă specii - B ansorpii, B avium, B bronchiseptica, B hinzii B holmesii, B parapertussis, B petrii, B trematum Genul Bordetella este un membru al p-proteobacterii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ CARACTERISTICI GENERALE ALE BORDETELL Bacteriile din genul Bordetellae sunt cocobacili gram negativi mici ( , - , x , - , microni) În frotiuri, acestea sunt adesea colorate bipolar, singure sau în perechi, mai rar în lanțuri Toate bordetella, cu excepția B petrii, sunt aerobe stricte, pretențioase la condițiile de creștere Principalele proprietăți biochimice ale bordetella, care sunt utilizate în lucrările practice în studiul culturilor izolate, sunt prezentate în tabel - B pertussis este cel mai puțin activ din punct de vedere enzimatic (testul oxidazei stabil pozitiv) B parapertussis produce enzimele tirozinaza si ureaza, nu formeaza oxidaza Cea mai activă B bronchiseptica - produce urază, oxidază, utilizează citrați, restabilește nitrații în nitriți Tabelul Caractere diferențiatoare ale speciilor din genul Bordeteila , "o § CQ le co S E CQ CD V holmesii § E ccі V petrii O Yu Ed SP Creșterea pe agar-sânge - + + + + + + + Creștere pe agar MacConkey - + + + + + + + + Oxidaza + - + + + - - + - Recuperarea nitraților - - + - - - + - - Urază - + ( h) ( % - ± - - - - Mobilitate - - + + + - + - + STRUCTURA ANTIGENICĂ A V PERTUSSIS Toxina pertussis este cel mai important factor în patogenitatea B pertussis Este o exotoxină, o proteină cu o greutate moleculară de Da, formată din două părți funcționale (A și B) și cinci subunități structurale Locul A corespunde subunității S și are activitate enzimatică, inhibă adenilat ciclaza celulară Situl B este format din subunități S -S și este responsabil pentru atașarea toxinei la receptorii celulelor țintă Toxina este foarte imunogenă și este inclusă în toate vaccinurile acelulare împotriva pertussis într-o formă inactivată Determinarea anticorpilor la toxina pertussis prin ELISA este utilizată pentru a diagnostica tusea convulsivă și pentru a monitoriza eficacitatea vaccinării Hemaglutinina filamentoasă este o proteină de suprafață implicată în aderență și are proprietăți protectoare Inclus în vaccinurile pertussis acelular Într-un număr de sisteme comerciale de testare ELISA pentru diagnosticarea tusei convulsive, se propune determinarea nivelului de anticorpi de diferite clase la un complex antigenic, care include hemaglutinină și toxina pertussis Spre deosebire de toxină, hemaglutinina nu este strict specifică pentru B pertussis, este prezentă și în B parapertussis și poate reacționa încrucișat cu H influenzae, C pneumoniae și o serie de alte bacterii Pertactina este o proteină din membrană exterioară care aparține sistemului de adezine produse de bacterii atunci când intră în corpul uman Are proprietăți protectoare, face parte dintr-un număr de vaccinuri antipertussis fără celule MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Adenylattsik paz-hemolysin este un complex de exoenzimă adenilat ciclază cu toxina hemolizină Enzima, atunci când intră în celule, catalizează formarea cAMP Toxina este principalul factor de patogenitate care acționează în stadiul inițial al infecției; cu aceasta sunt și proprietățile protectoare ale complexului Aglutinogenii sunt proteine de suprafață responsabile de producerea de anticorpi aglutinanți Bordetella a izolat aglutinogeni Al șaptelea aglutinogen este generic, iar primul este principala specie pentru B pertussis În funcție de prezența în celula bacteriană a celui de-al -lea și al -lea aglutinogen, se disting patru serotipuri de B pertussis - , , și De asemenea, din B pertussis sunt izolați , , , , și al -lea aglutinogeni Specia aglutinogen pentru B bronchiseptica este a -a pentru B parapertussis - al -lea, și al -lea, al -lea și al -lea aglutinogeni sunt obișnuiți pentru B bronchiseptica și B parapertussis, al -lea - se găsește la B bronchiseptica Conceptul de aglutinogeni este strâns legat de fimbrie (Pt; Se disting Fini , Fim , Fim X Fimbriile sunt incluse în unele vaccinuri antipertussis fără celule Serotipizarea B pertussis se bazează pe aglutinarea celulelor bacteriene: în domestic practică - seruri monofactoriale (anticorpi la aglutinogeni ) în RHA pe sticlă, în cel străin - cu anticorpi monoclonali la antigeni fimbriali în reacția de aglutinare într-o microplacă Pentru a diagnostica tusea convulsivă în Rusia, se efectuează un RHA cu un întreg- diagnosticul celular, în care anticorpii aglutinanți sunt determinați în primul rând față de aglutinogeni Lipopolizaharid - este format din două lipide - A și X Activitatea biologică a lipopolizaharidei este asociată cu fracția X Are multiple funcții, inclusiv imunogenitate pronunțată De asemenea, este asociat cu natura reactivă a vaccinului celular Citotoxina traheală este un fragment al peptidoglicanului din peretele celular Prezintă o varietate de proprietăți biologice - pirogenitate, adjuvant, artritogenitate, stimularea producției de IL- Toxina atacă celulele epiteliale traheale și provoacă cilioctaza În acest caz, clearance-ul mucociliar (prima linie de apărare) este perturbat și sunt create condiții pentru persistența agentului infecțios Toxina dermonecrozantă are activitate vasoconstrictivă, la animalele de experiență determină scăderea creșterii în greutate corporală, atrofia splinei, leziuni ischemice sau necroze cutanate Rolul său în dezvoltarea bolii rămâne neclar Toți factorii de mai sus sunt prezenți în tulpinile de pertussis B proaspăt izolate Cu toate acestea, atunci când este depozitat pe medii nutritive artificiale, se manifestă variabilitatea agentului cauzal S-a stabilit că B pertussis trece prin patru faze în procesul de saprofitare - un microb proaspăt izolat (tulpină netedă), care are proprietăți virulente și imunogene ridicate, aparține fazei I Odată cu trecerea la faza a -a, imunogenitatea și virulența se pierd treptat, proprietățile culturale și biologice se schimbă DISTRIBUȚIE ȘI EPIDEMIOLOGIE B pertussis este patogen pentru oameni și este agentul cauzal al tusei convulsive, B parapertussis provoacă parapertussis la om, o boală asemănătoare pertussis B bronchiseptica este agentul cauzator al bolilor respiratorii la multe mamifere (inclusiv câini și porci), iar purtarea asimptomatică apare și La om, B bronchiseptica cauzează rareori boli, dar au fost descrise cazuri la vârstnici infectați de animalele de companie, B bronchiseptica a provocat o tuse prelungită B avium este agentul cauzal al rinotraheitei aviare B ansorpii, B hinzii, B habnesii, B trcmatum cauzează rareori boli la om, în principal la pacienții imunodeprimați Este posibil și transportul asimptomatic al B hinzii la păsările de curte Singurul reprezentant al genului izolat de mediu (din sedimentul fluviului) este B petro MICROBIOLOGIE PRIVATĂ MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Tusea convulsiva este o boala care dureaza mai putin de saptamani, fara simptome de intoxicatie si febra Se desfășoară ciclic cu o modificare a unui număr de perioade Perioada de incubație durează de la la zile (în medie - zile) Perioada preconvulsivă durează de la la zile, manifestată printr-o tuse obsesivă uscată pe fondul temperaturii normale a corpului Perioada de tuse convulsivă (CPC) durează de la - până la - săptămâni sau mai mult, se caracterizează prin atacuri tipice de tuse convulsivă O criză de tuse este șocuri respiratorii succesive la expirație, întrerupte de un șuierat convulsiv (repetare) care apare atunci când aerul trece prin glotă îngustată din cauza laringospasmului Atacul se termină cu descărcarea de spută vâscoasă, vitroasă sau vărsături O criză de tuse poate fi precedată de o aură (senzație de frică, anxietate, strănut, durere în gât) Atacurile pot fi de scurtă durată sau de - minute Paroxismele sunt posibile - concentrația de tuse se potrivește pentru o perioadă scurtă de timp Cu un atac tipic de tuse, pacientul capătă un aspect caracteristic: fața devine roșie, apoi devine albastră, devine tensionată, venele gâtului, feței și capului se umflă, se observă lacrimare Limba iese la limită, vârful ei se ridică Ca urmare a frecării frenului limbii împotriva dinților și întinderea excesivă a acestuia, apare o angoasă sau formarea unui ulcer - un simptom patognomonic al tusei convulsive Cu o evoluție netedă a bolii, temperatura corpului rămâne normală Caracterizat prin dezvoltarea treptată a simptomelor bolii cu o creștere maximă și agravare a PSK în a -a săptămână de boală Este posibil să se atașeze complicații specifice în a -a săptămână și complicații nespecifice pe fondul dezvoltării imunodeficienței secundare - în a -a săptămână de PSC Perioada de dezvoltare inversă (convalescență timpurie) - de la la săptămâni pe fondul îmbunătățirii stării de bine, tusea devine mai puțin frecventă și își pierde treptat caracterul tipic Perioada de convalescență (tardivă) durează de la la luni și se caracterizează printr-o stare de hiperreactivitate cu posibila dezvoltare a tusei paroxistice în bolile intercurente sau stresul emoțional DIAGNOSTIC DE LABORATOR Schema diagnosticului de laborator al tusei convulsive este prezentată în tabel - Tabelul - Schema recomandată pentru diagnosticul de laborator al tusei convulsive Examinat la - săptămâni de la debutul bolii - săptămâni Mai mult de săptămâni fără terapie cu antibiotice pe fondul terapiei cu antibiotice fără terapie cu antibiotice pe fondul terapiei cu antibiotice fără terapie cu antibiotice sau pe fondul acesteia Copii nevaccinati sub an BM', PCR PCR BM, PCR PCR serologie Serologie Copii nevaccinați mai mari de an BM, PCR PCR Serologie PCR (NM") Serologie (PCR) Serologie Copii vaccinați PCR, BM PCR PCR serologie (BM) Serologie (PCR) Serologie Adolescenți, adulți PCR, BM PCR PCR Serologie (BM) Serologie (PCR) Serologie * BM - metoda bacteriologică ** Eficacitatea metodei indicate în paranteze este redusă semnificativ la acest grup de pacienți MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Izolarea și identificarea agentului patogen Examenul bacteriologic trebuie efectuat în stadiile incipiente ale bolii (nu mai târziu de începutul săptămânii a -a) de două ori pe zi sau o dată la două zile Mai târziu, inocularea agentului patogen pe mediile nutritive este redusă drastic Depinde de următorii factori: • perioada de examinare; • multiplicitatea cercetărilor; • respectarea regulilor de preluare, transport și însămânțare a materialului; • calitatea materialelor și a mediilor utilizate Preluarea materialului Materialul este prelevat din membrana mucoasă a peretelui faringian posterior cu un tampon-sondă (deoarece vata poate acționa bactericid asupra agentului patogen de tuse convulsivă, este mai bine să utilizați un tampon-sondă de viscoză sau dacron) Tampoanele nazofaringiene sunt obținute folosind o sondă moale și subțire, care este introdusă de-a lungul cornetului inferior și materialul este colectat de pe peretele posterior faringian cu o mișcare întreruptă Tampoanele retrofaringiene se iau din spatele faringelui prin gură, coborând tamponul cât mai jos, fără a atinge amigdalele, palatul și limba Materialul poate fi luat prin metoda plăcilor de tuse Este optim să semănați mostre pe medii nutritive imediat după ce au fost prelevate medii nutritive Pentru izolarea bordetella se folosesc medii nutritive dense - agar-cartof-glicerină (mediu Borde-Jangu) și agar cazeină-cărbune (CUA) Adăugarea de sânge de cal sau oaie în medii este optimă; miercuri Borde-Gangu - %, în AMC - % Adăugarea de sânge uman sau globule roșii dă rezultate mai proaste, acestea putând fi înlocuite parțial sau complet cu plasmă bovină ( %) De asemenea, puteți adăuga mediu nutritiv nr ( %) Cefalexina ( mg/l mediu) este utilizată pentru a inhiba flora străină Spre deosebire de benzilpenicilină, cefalexina nu inhibă creșterea B, pertussis și este mai eficientă împotriva florei însoțitoare Culturile sunt incubate la o temperatură de - ° C fără adaos de dioxid de carbon în condiții de umiditate ridicată Durata totală a examenului bacteriologic este de - zile; • - însămânțare directă pe mediu solid cu adăugarea unui antibiotic; • - - controlul culturilor; • - - identificarea bordetella Forma Bordetella: • pe mediul Borde-Jangu - colonii convexe, netede, strălucitoare de culoare argintie, asemănătoare cu picăturile de mercur, înconjurate de o zonă de hemoliză; • pe AMC - colonii convexe, netede, cenușii, cu o tentă sidefată, gălbuie sau albicioasă, uleioase, ușor de îndepărtat cu o buclă B parapertussis datorită formării pigmentului provoacă o întunecare a mediilor nutritive care conțin sânge, formează un substrat maro Temperatura de creștere a bordetella este de - °C, în timp ce colonii de diferite tipuri de bordetella se formează în momente diferite; se observă o creştere mai lungă la B pertussis Dacă pe mediu se găsesc colonii suspecte, o cultură pură este izolată prin filtrarea coloniilor izolate pe o placă Petri cu unul dintre mediile menționate mai sus (fără antibiotic), folosind sectoarele sale individuale (în loc de plăcile Petri obișnuite, puteți folosiți cele cu sau secțiuni) Daca se gasesc mai multe colonii de acelasi tip, se fac frotiuri, colorate dupa Gram si microscopate Este posibil să se efectueze RHA pe sticlă cu seruri neadsorbite de specii specifice, dacă este posibil cu seruri monoreceptoare adsorbite la aglutinogenii L și Cu un număr semnificativ de colonii, un test Sachse poate fi testat pentru prezența ureazei Pe MICROBIOLOGIE PRIVATĂ pe baza datelor studiului coloniilor, morfologiei bacteriilor în frotiuri, rezultat pozitiv al RGA în a -a zi, se poate emite un răspuns preliminar În absența creșterii coloniilor suspecte pe un mediu dens, culturile sunt plasate într-un termostat pentru încă - de ore Apartenența de specii a culturilor izolate se stabilește pe baza unui complex de proprietăți tipice morfologice, biochimice, antigenice și de altă natură Pentru aprecierea proprietăților biochimice se inoculează o cultură pură pe mediu cu tirozină (determinarea prezenței tirozinazei), un test Sachs sau inocularea pe bulion Hettinger determină prezența ureazei Când o cultură pură de B bronchiseptica este izolată, utilizarea citratului este determinată pe mediu Simmons și motilitatea prin însămânțare pe agar semi-lichid ( , % agar-agar) În tabel - prezintă un set de teste biochimice care permit diferențierea diferitelor tipuri de bordetella Serovarul microbului pertussis este determinat în RHA pe sticlă cu seruri monoreceptoare la aglutinogeni (factorii) și Pe baza studiului morfologiei coloniilor și celulelor unei culturi pure, precum și a rezultatelor testelor biochimice și RGA cu seruri monoreceptoare, acestea dau un răspuns final pozitiv sau după zile de studiu în absența coloniilor suspecte - unul negativ Studiul tulpinilor atipice Bordetella este capabilă să existe în stări de fază, trecând de la o fază la alta și modificându-și proprietățile culturale și morfologice Astfel de tulpini formează colonii mai mari cu o suprafață plană, centru scufundat, au o culoare albicioasă, maro, gălbuie sau ușor roz și verzuie, consistență uleioasă În frotiuri, tije ovoide mai lungi sau umflate, se găsesc bețe cu capăt mucoid, forme în formă de streptobacil O cultură pură izolată din astfel de colonii are proprietăți biochimice și serologice tipice În unele cazuri, bacteriile gram-negative pot fi izolate care sunt similare ca morfologie și proprietăți biochimice, dar nu sunt aglutinate de serurile monoreceptoare și cresc bine pe medii nutritive simple Ținând cont de prezența tulpinilor atipice ale microbului pertussis, se recomandă ca la izolarea unei culturi pure să fie selectate cel puțin cinci colonii din mediul nutritiv Diagnosticare moleculară În condiții de acoperire mare a copiilor cu vaccinări antipertussis, eficacitatea cercetării bacteriologice scade și rolul PIIRP crește ca metodă rapidă (în - ore) care permite detectarea ADN-ului patogen la copiii vaccinați în stadiile ulterioare ale bolii și împotriva fundalul terapiei angibiotice PCR poate da un rezultat pozitiv în prezența celulelor moarte și neviabile ale agentului patogen, prin urmare, confirmarea diagnosticului prin această metodă după terapia cu antibiotice nu este o bază pentru prescrierea unui al doilea curs de medicamente antibacteriene ADN-ul poate fi detectat timp de aproximativ lună după tratamentul cu succes cu medicamente antibacteriene și pe fondul recuperării clinice, astfel încât PCR nu este recomandată pentru a confirma eficacitatea tratamentului la scurt timp după finalizarea unui curs de terapie cu antibiotice, așa cum este obișnuit în cercetarea bacteriologică, Există o metodă pentru detectarea doar a acizilor nucleici vii prin microorganisme de amplificare (NASBA), dar în prezent nu au fost dezvoltate sisteme de testare pentru diagnosticarea tusei convulsive în acest format În ziua analizei se folosesc tampoane din peretele posterior al nazofaringelui sau orofaringelui sau aspirat nazofaringian Frotiurile se prelevează cu un tampon uscat steril de unică folosință microbiologie PRIVATĂ (materialul optim este dacron, se poate folosi bumbac sau viscoza, baza este aluminiu sau plastic) intr-un tub individual de plastic După preluarea materialului, tamponul este plasat înapoi în eprubetă Înainte de analiză, materialul poate fi păstrat timp de zile la o temperatură de - °C sau timp de o lună la o temperatură de - - °C (fără dezghețare) Transportat la o temperatură de - °C Pentru analiză, tamponul este scufundat într-un tub de unică folosință tip Eppendorf cu , ml de mediu de transport, rotit timp de - s, evitând stropirea soluției, apoi excesul de lichid este stors, apăsând pe peretele tubului, tamponul este îndepărtat, tubul este închis și centrifugat Dacă tamponul a fost păstrat la o temperatură de - - °C, acesta trebuie dezghețat la temperatura camerei timp de de minute înainte de testare PCR se efectuează în conformitate cu instrucțiunile pentru kiturile de reactivi Diagnosticul serologic În condițiile vaccinării în masă, numărul formelor severe de boală a scăzut semnificativ, cazurile de căutare întârziată a ajutorului medical au devenit mai frecvente, adesea deja pe fondul terapiei cu antibiotice în curs În același timp, a crescut importanța gesturilor serologice ca mijloc de diagnostic tardiv (retrospectiv) Trebuie avut în vedere faptul că copiii vaccinați pot avea un nivel crescut de anticorpi la B pertussjs sau componentele sale (imunitate post-vaccinare) Acesta este motivul pentru care testarea serologică nu trebuie utilizată în decurs de un an de la vaccinarea antipertussis De asemenea, nu se recomandă utilizarea metodelor de diagnostic serologic la copiii cu vârsta sub luni, deoarece aceștia pot reține anticorpii materni RGA este o metodă clasică de diagnostic serologic Reacția se realizează în tuburi de aglutinare O creștere a nivelului de anticorpi specifici de ori sau mai mult este considerată un rezultat pozitiv - prima probă de ser se prelevează la cel puțin săptămâni de la debutul bolii, a doua - la cel puțin săptămâni după prima RHA este inferioară ca sensibilitate la ELISA Utilizarea diagnosticului corpuscular poate duce la reacții încrucișate cu anticorpii la agentul cauzator al parapertussis, precum și cu alte bacterii ELISA Metoda este mai sensibilă decât RGA Vă permite să determinați anticorpii din diferite clase (IgM, IgA, IgG) În diferite sisteme de testare, anticorpii sunt detectați la diferiți antigeni sau la complexele acestora - complexul corpuscular, CT și PHA, numai CT Cea mai specifică este determinarea anticorpilor la toxina pertussis Pentru un rezultat pozitiv, se ia o seroconversie pronunțată pentru IgG sau IgA (creștere sau scădere a nivelului de imunoglobuline în timpul unui al doilea studiu după - săptămâni de cel puțin ori, dacă nu se indică altfel în instrucțiunile pentru sistemul de testare) Este posibil să se determine IgM la B pertusw în plasma sanguină la pacienții nevaccinați pentru diagnosticul serologic rapid al tusei convulsive fără a examina serurile pereche LEGIONELLA TAXONOMIA Legionella este singurul gen y-pritheobacteria din familia Legionellaceae Clasificarea general acceptată a genului are o bază genetică Tulpinile de Legionella sunt clasificate ca o singură specie dacă nivelul de hibridizare ADN între ele în condiții optime depășește % Pentru identificarea speciilor de legionella se folosește o metodă de restricție PARTEA' ia microbiologie analiza, amplificarea si secventierea ADN-ului, analiza compozitiei peretelui celular si metode serologice Cele mai multe dintre aceste metode sunt disponibile numai laboratoarelor de referință specializate Testele biochimice au o valoare extrem de limitată, deoarece legionella nu fermentează carbohidrații În prezent, sunt cunoscute aproximativ de specii de legionella, dintre care joacă un rol în patologia infecțioasă umană Peste % din cazurile de legioneloză sunt asociate cu L pneumophila Alte tipuri de legionella (L micdadei, L long-beachae, L dumoffii, L bozemanii) provoacă de obicei boală cu încălcarea imunității celulare sau pe fondul patologiei concomitente Specia L pneumophila include serogrupuri Cel mai adesea, legioneloza este cauzată de serogrupele , și , predominând serogrupul , cu care se asociază mai mult de % din cazurile înregistrate de legioneloză (serogrupurile și sunt detectate în - % din cazurile de boală) CARACTERISTICI GENERALE ALE LEGIONELLEI Legionella sunt baghete gram-negative cu diametrul de , - , microni, lungimea de - microni Uneori există forme filamentoase de până la - microni lungime Nu formează endospori, microchisturi și capsule; aerobi Mobil datorită prezenței unuia, doi sau mai multor flageli Nu fermentează carbohidrații, lichefiază gelatina, nu formează urează, nu reduc nitrații, sunt catalaze pozitive, oxidază-variabile Legionella nu crește pe medii nutritive convenționale (agar cu sânge, mediu McConkey), ceea ce este asociat cu nevoia agentului patogen pentru L-cisteină și pirofosfat de fier solubil Pentru a izola Legionella, sunt utilizate modificări de agar tamponat cu drojdie și cărbune care conține L-cisteină, pirofosfat de fier solubil și acid o-cetoglutaric (mediu BCYE-a) Toate speciile de Legionella se dezvoltă într-o atmosferă umedă la °C Creșterea unor specii este stimulată de prezența a , - % dioxid de carbon în atmosferă Coloniile de Legionella cresc în timpul izolării inițiale în - zile Coloniile tinere au de obicei un centru încarnat și o suprafață granulară sau lucioasă În condiții de laborator, sensibilitatea L pneumophila la dezinfectante și antiseptice standard nu diferă de majoritatea bacteriilor care nu formează spori O soluție de % de cloramină provoacă moartea agentului patogen în minute la concentrația sa în suspensie de ІО CFU/ml L pneumophila nu este acido-rezistent, nu se colorează cu Ziehl-F ilsen În ciuda faptului că microorganismul este foarte sensibil la acțiunea diverșilor agenți chimici și fizici și solicită temperatura și pH-ul mediului nutritiv, în condiții adecvate ale mediului acvatic, L pneumophila este capabil să persistă mult timp În mediul acvatic natural, gama de condiții fizico-chimice și biologice pentru existența unui microorganism este extins semnificativ Acest lucru este dovedit de izolarea agentului patogen de corpurile de apă cu diferite caracteristici fizice, chimice și biologice EPIDEMIOLOGIE Au trecut de ani de la primul focar epidemic înregistrat al acestei boli în Philadelphia (SUA) Apoi, în vara lui , din de participanți la congresul Legiunii Americane, ( %) au dezvoltat pneumonie severă Dintre acestea, ( , %) de persoane au murit Prima tulpină de Legionella izolată de la un pacient decedat a fost considerată ca tip de tulpină de Legionellapneumophila în clasificarea Legionella în curs de dezvoltare ca un nou gen de bacterii În numele agentului bacterian se imortalizează primele victime ale infecției și se indică pneumotropismul agentului patogen MICROBIOLOGIE PRIVATĂ În general, incidența legionelozei în lume este scăzută, dar cazuri sporadice și zeci de focare epidemice ale bolii sunt depistate anual în diferite țări ale lumii Exemple tipice: • licitație de flori în Olanda ( ) - de persoane s-au îmbolnăvit, s-au înregistrat decese: • Delfinariul din Australia ( ) - de cazuri, decese: • complex hotelier din Norvegia ( ) - cazuri, decese; • clădiri publice din Spania ( ) - de cazuri, decese; • întreprinderi industriale ale forţelor armate franceze ( ) - cazuri; • întreprinderi industriale din Norvegia ( ) - de cazuri, decese Focare majore de legioneloză au fost raportate recent în următoarele regiuni: • Pyshma de sus, regiunea Sverdlovsk Rusia ( ) - peste de cazuri, decese; • Ulm, Germania ( ) - de cazuri, decese Mecanismul de transmitere a unei legiuni de infecții este aspirația, calea de transmitere este aeropurtată, principalul factor de transmitere este un aerosol fin Legioneloza este un exemplu tipic de infecții tehnogene cauzate de utilizarea activă în industrie și viața de zi cu zi a sistemelor de apă închise circulante, surse de aerosoli bacterieni Practic, toate focarele epidemice majore și multe cazuri sporadice de legioneloză sunt asociate cu răspândirea aerosolului fin care conține legionella și sunt generate de sistemele de apă menajere, medicale sau industriale Combinația dintre o concentrație mare de Legionella în mediul acvatic cu surse de aerosol fin permite agentului patogen să pătrundă în secțiunile respiratorii ale plămânilor umani, unde intră în contact cu macrofagele alveolare, în care tulpini virulente ale agentului patogen se înmulțesc activ La analiza morbidității epidemice, s-a constatat că la persoanele care se aflau în zona de acțiune a unui aerosol fin care conține legionella, pneumonia se dezvoltă în - %, iar febra Pontiac în - % din cazuri Cu legioneloza sporadica si focarele nosocomiale individuale ale bolii, este posibila aspirarea apei contaminate cu legionella fără formarea de aerosoli Legioneloza sporadică este detectată, de regulă, la pacienții de vârstă mijlocie și vârstnici pe fondul factorilor de risc (fumat, boli concomitente, terapie imunosupresoare, imunodeficiențe primare și secundare) Legionella cauzează - % din toate pneumoniile și până la - % din pneumoniile atipice La copii, legioneloza este rar detectată, de obicei pe fondul patologiei concomitente Legioneloza este omniprezentă, este detectată pe tot parcursul anului, dar incidența maximă are loc în lunile de vară În ultimii ani, o importanță deosebită a fost acordată problemei legionelozei, care apare în timpul călătoriei și este diagnosticată, de regulă, la întoarcere Peste % din cazurile de legioneloză sporadică și numeroase focare epidemice în hoteluri, adesea cu un rezultat fatal, au servit drept bază pentru crearea unui sistem internațional unificat de supraveghere epidemiologică a legionelozei asociate călătoriilor Riscul de legioneloză nosocomială este determinat nu numai de posibilitatea contaminării cu legionela a sistemelor de alimentare cu apă, aer condiționat MICROBIOLOGIE PRIVATĂ rătăcire dar şi prin prezenţa pacienţilor susceptibili la infecţie cu imunitate celulară afectată În secțiile de oncologie sau secțiile de transplant de organe, în cazul contaminării cu legionela a sistemelor de apă, proporția legioneleozelor în structura etiologică a pneumoniei nosocomiale este de - %, rata mortalității pentru această infecție este de - % Pe lângă L pneumophila, infecția nosocomială a căilor respiratorii inferioare este adesea cauzată de specia L micdadei MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Sunt cunoscute două forme clinice de legioneloză - boala legionarilor și febra Pontiac Principala formă clinică de legioneloză este boala legionarilor Această formă se caracterizează printr-o imagine clinică clar definită a inflamației țesutului pulmonar Perioada de incubație este de obicei de - zile Febră mare însoțită de frisoane, dureri intense în piept Dificultățile de respirație pe fondul infiltrației inflamatorii masive a țesutului pulmonar și a implicării în procesul patologic al pleurei apare în prima zi de boală și progresează cu un tratament inadecvat La - % dintre pacienții cu legioneloză se dezvoltă insuficiență respiratorie acută, necesitând suport respirator În unele cazuri, apar șoc infecțios-toxic și insuficiență renală acută Febra durează - zile Simptomele de deteriorare a gloanțelor respiratorii superioare sunt rareori observate Tusea este inițial neproductivă, dar în timp poate dobândi un caracter productiv prin separarea sputei mucopurulente La % dintre pacienți, se observă simptome de leziuni ale tractului gastrointestinal Un test de sânge clinic general evidențiază limfopenie relativă sau absolută pe fondul leucocitozei moderate, o creștere a VSH la - mm/h Într-un test de sânge biochimic, se notează citoliză, disproteinemie cu scăderea conținutului de albumină, hiponatremie și hipofosfatemia Radiografia toracică în - % din cazuri deja într-un stadiu incipient al bolii vizualizează infiltrate pneumonice unilaterale În viitor, are loc o progresie a modificărilor infiltrative cu implicarea unor noi segmente pulmonare în procesul patologic Mortalitatea în boala legionarilor este de - % La pacienții cu tulburări imunologice, mortalitatea poate ajunge la % O altă formă clinică de legioneloză, febra respiratorie, a fost descrisă pentru prima dată la angajații și vizitatorii Departamentului de Sănătate din Pontiac (SUA) Acest sindrom acut asemănător bolii respiratorii, numit și febră Pontiac, se caracterizează printr-o febră de - zile, tuse uscată, fenomene catarale la nivelul nazofaringelui, dureri de cap și dureri musculare Când se află în zona de distribuție a unui aerosol care conține legionella, boala se dezvoltă în - % din cazuri Perioada de incubație a febrei Pontiac este de obicei de - ore Boala decurge de obicei într-o formă ușoară și se termină cu recuperarea în scurt timp ( - zile) Nu a fost raportat niciun rezultat letal în febra Pontiac Transportul și persistența legionelei în corpul uman nu sunt descrise DIAGNOSTIC DE LABORATOR Pentru microbiologi, legioneloza este o infecție greu de diagnosticat Este posibil ca nivelul relativ scăzut al morbidității detectate să fie asociat cu imperfecțiunea metodelor de diagnostic de laborator și cu costul ridicat al reactivilor pentru izolarea eficientă a legionelei OMS recomandă trei grupe de metode pentru diagnosticul de laborator al bolii legionarilor Diagnosticul legionelozei în infecția acută a căilor respiratorii inferioare microbiologie privată zzz ways (pneumonie confirmată clinic și radiografic) se consideră stabilită: • când legionella este izolată dintr-un tract respirator detașabil sau dintr-un țesut pulmonar; • Creșterea de ori sau mai mare a titrului de anticorpi împotriva L pneumophila, detectată în reacția de imunofluorescență indirectă; • determinarea unui antigen specific de legionela solubil în urină prin metoda imunocromatografică sau prin ELISA În absența primei probe de ser prelevate în stadiile incipiente ale bolii, detectarea unui nivel ridicat de anticorpi împotriva L pneumophila ( : și mai mare) într-o singură probă de ser prin imunofluorescență indirectă permite un diagnostic prezumtiv de legioneloză să fie făcute Celelalte metode sunt folosite ca auxiliare Pentru diagnosticul de legioneloză se examinează material clinic prelevat în condiții sterile înainte de a -a zi de boală (descarcare obținută în timpul bronhoscopiei, exudat pleural, material de biopsie sau autopsie) Aproximativ - ml de exudat pleural sau scurgere obținută în timpul bronhoscopiei se pun într-un tub steril închis ermetic cu un dop de cauciuc și se păstrează la ° C timp de cel mult o zi Materialul de biopsie sau autopsie este plasat în flacoane sterile, bine închise cu dopuri și depozitat sau transportat la o temperatură de EC în timpul zilei Depozitarea pe termen lung (până la un an) a probelor este posibilă numai la o temperatură de - °C Izolarea și identificarea agentului patogen Pentru a izola Legionella din materialul clinic, se utilizează agar tamponat de drojdie-cărbune cu acid p-cetoglutaric (mediu BCYE-a) care este optim pentru izolarea și cultivarea Legionella conform ISO E Acest mediu poate fi preparat și direct în laborator folosind următoarele ingrediente: extract de drojdie - g; cărbune activ - g; L-cisteină - , g; pirofosfat de fier solubil - , g; tampon ACES - g; agar - g; acid p-ketoglutaric - , g; apă distilată - ml Toate componentele mediului, cu excepția L-cisteinei și a pirofosfatului de fier, sunt adăugate la ml de apă distilată, dizolvate și ajustate la pH , cu adăugarea de soluție de hidroxid de potasiu N Mediul este autoclavat timp de minute la °C Apoi se răcește la °C într-o baie de apă și se adaugă soluții proaspăt preparate de L-cisteină ( , g în ml apă distilată) și pirofosfat de fier solubil ( , g în ml apă distilată), filtrate printr-un filtru cu membrană (por de valoare - , µm) Mediul nutritiv este turnat rapid în vase Petri, scuturând ușor sticla pentru o distribuție uniformă a cărbunelui activat Mediul nutritiv vărsat se păstrează în recipiente din plastic sau metal în frigider pentru cel mult săptămâni Legionella pe mediu BCYE-a este incubată la °C într-o atmosferă care conține , % dioxid de carbon la o umiditate de aproximativ % timp de săptămâni Creșterea coloniilor în culturile de material clinic se manifestă nu mai devreme decât după - zile Numărul maxim de colonii vizibile se observă în a - -a zi Coloniile suspecte sunt subcultivate pe același mediu nutritiv și pe un mediu care nu susține creșterea agentului patogen (control) Ca mediu de control, BCYE-a mediu este de obicei utilizat fără adăugarea de L-cisteină și pirofosfat de fier sau suplimentul de creștere corespunzător de la producător Prezența creșterii în al doilea pasaj pe mediul BCYE-a în absența creșterii pe mediul de control este de obicei suficientă pentru a confirma izolarea bacteriilor din gen MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Legionella Daca pe mediul de control se observa crestere, microorganismul care se determina nu apartine genului Legionella Țesutul pulmonar este adesea contaminat cu microfloră, a cărei creștere rapidă, atunci când este însămânțată pe medii nutritive, nu permite izolarea unei culturi pure de legionella Pentru a inhiba creșterea microflorei străine, în mediul nutritiv se adaugă cefamandol ( pg/ml), polimixină B ( U/ml) și anisomicină ( pg/ml) Cefamandolul poate fi înlocuit cu vancomicină ( , µg/ml) Cefamandolul inhibă creșterea unor specii de Legionella care nu produc lactamaze, inclusiv L micdadei, în comparație cu vancomicina Spre deosebire de un supliment de creștere standard, care conține în mod necesar L-cisteină și pirofosfat de fier, un aditiv antimicrobian care inhibă creșterea microflorei străine poate varia în compoziție de la diferiți producători, precum și în funcție de gradul de contaminare a materialului studiat Există și alte metode de suprimare a creșterii microflorei străine în materialul clinic: • incalzire in baie de apa timp de minute la temperatura de CC; • Expunere de minute la tampon HC /KC (pH , ) (utilizat pentru a izola Legionella din probele foarte contaminate) Deoarece morfologia Legionella este tipică pentru bacteriile gram-negative, iar metodele de colorare sunt nespecifice, colorația Gram sau Romanovsky-Giemsa nu este foarte informativă Legionella posedă oxidază și catalază, lichefiază gelatina, provoacă hidroliza hipuratului de sodiu, nu fermentează carbohidrații, nu reduc nitrații la nitriți și nu au activitate de urează În practica de laborator, în ultimii ani, reacția de aglutinare a latexului, realizată folosind truse adecvate, sau reacția de imunofluorescență, a fost folosită pentru identificarea coloniilor crescute Sunt produse mai multe variante de truse care permit identificarea coloniilor de L pneumophila serogrupul și serogrupurile - , precum și un antigen specific genului caracteristic coloniilor altor specii de legionella Acest lucru este suficient pentru identificarea rapidă a agentului patogen în laboratorul clinic Setarea RHA pe sticlă cu o suspensie a presupusei colonii de Leionella nu durează mai mult de minute Diagnosticul serologic Pe lângă metodele bacteriologice, metodele imunoserologice sunt utilizate pe scară largă pentru diagnosticul legionelozei Structura antigenică a Legionellei este destul de complexă Specificitatea serogrupurilor se datorează antigenului lipopolizaharidic Metodele de imunodiagnostic dezvoltate în prezent se bazează pe detectarea anticorpilor specifici în plasma sanguină a pacienților și a antigenului legionelă în urină sau secreții ale tractului respirator Cea mai comună și accesibilă metodă pentru laboratoarele practice este detectarea anticorpilor specifici în plasma sanguină prin imunofluorescență indirectă Plasma sanguină la pacienții cu suspiciune de legioneloză se prelevează în primele zile și în ziua - de boală Sângele dintr-o venă în cantitate de - ml se pune într-o eprubetă sterilă, după coagularea sângelui, cheagul se desprinde sticla cu o pipeta Pasteur si eprubeta se tine la temperatura camerei timp de - ore Plama separata se pune intr-o eprubeta sterila si se pastreaza la temperatura de 'C Diagnosticul de legioneloză este confirmat dacă există o creștere de cel puțin ori a titrurilor de anticorpi în serurile convalescente comparativ cu primul ser luat în perioada acută a bolii Dacă nu este posibilă analizarea dinamicii modificărilor titrurilor de anticorpi, se face un diagnostic preliminar prin nivelul de anticorpi specifici ( : ) într-un singur ser Ca control, utilizați un pozitiv (titru de anticorpi - MICROBIOLOGIE PRIVATĂ nu mai puțin de : ) și plasmă umană negativă (titru de anticorpi : ) Calitatea antigenului poate fi verificată prin reacție indirectă de imunofluorescență cu diluții de plasmă sanguină a unui iepure imunizat cu antigen L pneumophila Diagnosticare Express Pentru diagnosticarea rapidă a legionelozei, se utilizează ELISA permițând detectarea antigenului legionella solubil în urină în perioada acută a bolii (primele zile) În testele internaționale efectuate în - sub auspiciile Grupului de lucru european pentru legioneloză, au fost dovedite sensibilitatea și specificitatea ridicată a acestei metode pentru infecția cu serogrupul cu L pneumophila Ca urmare, ELISA a fost inclusă în standardele de diagnostic al legionelozei ca fiind suficientă pentru a confirma definitiv diagnosticul unei infecții cauzate de L pneumophila serogrupa În prezent, în % din cazuri, diagnosticul primar al legionelozei se bazează pe detectarea antigenului legionella în urină La determinarea antigenelor de L pneumophila din alte serogrupuri, sensibilitatea și specificitatea ELISA este oarecum mai scăzută Pentru alte tipuri de Legionella, ELISA nu este utilizat A fost dezvoltată o metodă imunocromatografică pentru detectarea rapidă a antigenului legionella în urină Metoda nu este practic inferioară ca specificitate și sensibilitate la ELISA nu necesită echipament special și este utilizat pe scară largă de microbiologi clinici în diagnosticul pneumoniei severe Avantajele metodei imunocromatografice includ disponibilitatea unui sistem de testare similar pentru detectarea rapidă a antigenului Str solubil în urină pneumoniae, care permite diagnosticul diferenţial rapid al pneumoniei severe COXIELLA TAXONOMIA Multă vreme, coxiella au fost considerate legate de rickettsia, care aparțin a-proteobacteriilor În cea de-a opta ediție a Bergey's Key to Bacteria, genul Coxiella este atribuit ordinului Rickettiales, familia Rickettsiaceae, tribul Rickettsiaea, împreună cu genurile Rickettsia și Rochalimciea Cu toate acestea, această clasificare reflectă doar caracteristici fenotipice Conform taxonomiei moderne a organismelor procariote bazată pe analiza structurii genomului, poziția filogenetică a Coxiella bumeL definit diferit: genul Coxiella este atribuit γ-proteobacterii, care include și Legionella [ J CARACTERISTICI GENERALE C BURNETII C bumetii este un parazit intracelular obligatoriu Este o mică bacterie gram-negativă ( , - Lx , - , µm în dimensiune) Se poate multiplica în fagolizozomi ai celulelor eucariote într-un mediu acid, are un ciclu de dezvoltare complex, incluzând forme de spori și vegetative În formele vegetative în timpul perioadei de creștere și reproducere a bacteriilor, microscopia electronică dezvăluie o înveliș cu trei straturi În condiții nefavorabile pentru creștere și reproducere, coxiella trece în stadiul formelor de repaus, care se caracterizează prin compactarea tuturor elementelor celulelor bacteriene și îngroșarea membranelor acestora Prezența acestui microorganism nu are un efect dăunător pronunțat asupra celulelor gazdă, ceea ce contribuie la persistența pe termen lung a coxiellei și la cursul cronic al infecției Coxiella se caracterizează prin rezistență ridicată la influențe fizice și chimice, precum expunerea la razele ultraviolete sau acțiunea soluțiilor dezinfectante Ei vyder MICROBIOLOGIE PRIVATĂ încălzirea la ° C pentru mai mult de oră și procedurile standard de pasteurizare a laptelui (moartea coxiellei se realizează numai atunci când este fiert timp de cel puțin minute) supraviețuiesc În produsele cu acid lactic și carnea proaspătă a animalelor infectate păstrată la o temperatură de ° C, coxiella rămâne viabilă timp de o lună, iar în carnea congelată o perioadă mai lungă C bumetii poate fi în diferite stări de fază similare cu enterobacteria În condiții naturale (în corpul căpușelor și animalelor), coxiella se află în prima fază, cu cultivare de laborator pe termen lung în embrioni de pui în dezvoltare sau în culturi celulare, trec în a -a fază Aceasta este însoțită de modificări mutaționale ale lipopolizaharidelor de suprafață Proprietățile biologice ale coxiellei în diferite stări de fază diferă semnificativ De exemplu, coxiella din faza a -a este mai puțin virulentă și are o activitate protectoare mai mică în comparație cu coxiella din faza Genomul C bumetii este caracterizat printr-o serie de caracteristici care determină atât specificul alegerii secvențelor de nucleotide țintă pentru diagnosticul molecular, cât și metodele de tipare a acestui agent patogen Lungimea genomului C bumetii, în funcție de tulpină, variază de la , la , milioane bp Genomul include un cromozom având o structură circulară și o secvență plasmidică organizate într-o plasmidă sau reprezentate de regiuni asemănătoare plasmidelor de pe un cromozom În general, genomul C bumetii este caracterizat prin prezența a numeroase gene asociate cu adezivitatea, invazivitatea, capacitatea de a modula celulele gazdă și de a detoxifica celulele bacteriene C bumetii Aceste gene au o specificitate mare de specie O caracteristică importantă a genomului C bumetii, care determină plasticitatea acestuia - prezența unui număr mare de elemente mobile Ele sunt reprezentate de secvențe de inserție (IS), distribuite neuniform de-a lungul cromozomului și includ de copii ale izotipului IS , copie a lui IS , copii ale IS și copii ale ISAsl, precum și gene transpozaze degenerative Una dintre cele mai importante caracteristici ale IS în genomul C bumetii este flancarea așa-numitelor insule de patogenitate Organizarea părții genomului care codifică transportul și metabolismul în coxiella caracterizat printr-un conținut ridicat de transportatori, care este determinat de stilul de viață al agentului patogen Mai mult de % dintre transportorii din coxiella sunt implicați în sistemul de eliberare a medicamentelor; comparativ cu alte proteobacterii, proporția acestora este semnificativ crescută Genele pentru sinteza componentelor care asigură funcțiile lipopolizaharidelor - lipide A și componente acide -ceto- -deoxioctulosonice ale lipopolizaharidelor sunt situate în diferite părți ale ADN-ului cromozomial, iar genele pentru sinteza nucleului oligozaharidei lipopolizaharidei și unitățile exterioare repetate ale antigenului O, dimpotrivă, sunt localizate compact în două regiuni Genele care codifică sinteza proteinelor din acest grup au o specificitate mare de specie În coxiella au fost observate numeroase gene, care au o funcție scăzută în comparație cu cele eucariote: o genă care codifică un omolog al desaturazei acizilor grași și două sterol reductaze implicate în sinteza colesterolului la eucariote Este posibil ca aceste enzime să contribuie la țesutul și organotropismul pe care le posedă C bumetii Cel mai important rol în asigurarea ciclului de viață al coxiellei este jucat de genele care codifică factorii de patogenitate ai agentului patogen Adezivitatea și invazivitatea sunt factorii determinanți pentru reproducerea cu succes a coxiellei Deși coxiella nu are gene care codifică structurile de adeziune tipice, sunt înregistrate gene care codifică proteine repetate anchirine care pot fi implicate în procesul de atașare la celula gazdă MICROBIOLOGIE PRIVATĂ În Coxiella, au fost identificate patru tipuri de plasmide p care pot fi prezente în genom, QpHl, QpRS, QpDV și QpDG, și un grup de tulpini fără plasmide, în care secvențele de nucleotide asemănătoare plasmidelor sunt integrate în cromozom , a fost izolat Divizarea plasmidelor în tipuri implică "nucleul secvenței plasmidelor" cu rol funcțional nedefinit și regiuni unice Aceste regiuni conțin, în special, gena cbbE, care probabil codifică factorul de virulență specific tulpinii C bumetii SEMNIFICAȚIA CLINICĂ Coxiella se caracterizează prin poliadaptare pronunțată Ei trăiesc în corpul diferitelor specii de nevertebrate și vertebrate, inclusiv ale celor care sunt sistematic departe unele de altele Cea mai semnificativă pentru ecologia coxiellei și manifestarea epidemiologică a focarelor acestei infecții este legătura agentului patogen cu căpușe ixodide, animale sălbatice și de fermă Animalele sunt principalele surse de infecție cu coxiella C bumetv se găsește în număr mare în placentă și este excretat în timpul fătării sau fătării cu lichid amniotic, lapte și fecale Focarele majore de febră Q sunt asociate mai mult cu bovinele mici decât cu bovinele Păsările de curte, câinii, pisicile și șobolanii cenușii sunt, de asemenea, relativ larg implicați în circulația coxiella Aceste animale sunt destul de des sursa de boli sporadice sau de mici focare de febră Q Dimpotrivă, rolul direct al focarelor naturale de coxieloză ca sursă de infecție pentru oameni este limitat Infecțiile cu febră Q sunt rareori asociate cu habitatele naturale și atacurile acarienilor care suge sânge O persoană bolnavă, de regulă, nu este o sursă de coxiella Cu toate acestea, infecția cu agentul cauzator al febrei Q este posibilă prin transfuzie de sânge de la donator sau prin utilizarea de droguri intravenoase, ceea ce pledează pentru necesitatea unei atenții sporite în ceea ce privește infecția cu coxiella la aceste populații Contactul prin aspirație și căile alimentare joacă un rol principal în infecția cu coxiella Destul de des, focarele de febră Q sunt cauzate de inhalarea particulelor de câmp infectate cu C bumetii, iar infectarea oamenilor poate apărea la o distanță considerabilă de sursa de infecție C bumetii este capabil să pătrundă în corpul uman prin pielea deteriorată sau mucoasele ochilor (de exemplu, atunci când îngrijește animale sau prelucrează materii prime de origine animală), prin tractul gastrointestinal atunci când bea lapte și produse lactate, mai rar - apă, legume și fructe contaminate Patogenitatea ridicată pentru oameni și rezistența coxiellei la influențele mediului fac posibilă considerarea acestui microorganism ca un potențial agent al terorismului biologic Febra Q este înregistrată la oameni pe tot parcursul anului Creșterea incidenței este observată în lunile de primăvară și vară, care este asociată cu sezonul de miel și fătare a animalelor de fermă Bărbații se îmbolnăvesc puțin mai des decât femeile Ocupațiile "amenințate" în raport cu febra Q includ muncitorii agricoli, ciobanii, ciobanii, lăptatoarele, tehnicienii zootehnici, medicii veterinari, lucrătorii din prelucrarea lânii și fabricile de blănuri Recent, printre cei care s-au îmbolnăvit de febră Q, proporția persoanelor care nu aparțin acestor profesii a crescut, pe măsură ce tot mai mulți oameni își petrec timpul liber în afara orașului și țin animale de companie Febra Q umană sau focarele naturale și economice ale acestei infecții au fost identificate în toate regiunile lumii, este diagnosticată în toate țările în care se fac studii clinice adecvate In Europa MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Numeroase focare de febră Q au fost raportate în Franţa, Spania, Elveţia, Marea Britanie, Germania, Slovacia şi Bulgaria În Rusia, febra Q a fost detectată la peste de subiecți ai Federației Potrivit datelor oficiale, din (începutul înregistrării) aproximativ de persoane au fost bolnave de febră Q în Rusia În diferiți ani, numărul pacienților a variat semnificativ, în timp ce există o tendință de reducere a numărului de cazuri de febră Q În prezent, în Rusia există premise reale pentru extinderea focarelor de febră Q și creșterea incidenței Cele mai importante dintre ele includ: • lichidarea complexelor zootehnice specializate cu un sistem stabilit de control veterinar: • pășunatul animalelor domestice în zone nefavorabile febrei Q; • slăbirea în ultimii ani a controlului asupra febrei Q la animale; • migrarea necontrolată a animalelor din fermele afectate de coxiella; • extinderea cercului de persoane angajate în creșterea neprofesională a animalelor agricole sau domestice sau implicate în prelucrarea materiilor prime de origine animală Situația nefavorabilă este agravată de lipsa informațiilor estimative și prognostice despre factorii naturali și antropici care contribuie la formarea și manifestarea epidemică a focarelor de febră Q MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Diagnosticul clinic al cazurilor sporadice de febră Q este foarte dificil din cauza polimorfismului pronunțat al manifestărilor clinice și a absenței simptomelor patognomonice ale bolii Majoritatea persoanelor infectate cu coxiella au simptome ușoare sau ușoare De regulă, în bolile sporadice, etiologia coxiella a infecției rămâne nerecunoscută Evoluția ușoară a bolii nu exclude posibilitatea tranziției sale la o formă cronică și apariția complicațiilor Formele moderate și severe ale bolii sunt înregistrate la - % dintre pacienți, de regulă Acești pacienți sunt internați în spital Formele moderate și severe ale bolii se caracterizează prin febră, însoțită de dureri de cap severe, frisoane, slăbiciune generală, dureri musculare și articulare, adesea leziuni pulmonare și hepatice Perioada de incubație variază de la la de zile, dar cel mai adesea este de - de zile Debutul bolii în curs sever și moderat, de regulă, este acut, cu un frig brusc și o creștere a temperaturii corpului până la - ° C în prima zi a bolii Există fluctuații semnificative de temperatură pe parcursul zilei La pacienții cu un fond premorbid împovărat, cum ar fi boala valvulară cardiacă, precum și la pacienții cu tratament inadecvat sau tardiv, febra Q poate deveni cronică Endocardita este cea mai frecventă și mai gravă manifestare clinică a formei cronice a bolii Tetraciclinele (doxiciclina), fluorochinolonele sunt utilizate pentru tratarea formei acute a febrei Q, iar dacă aceste medicamente sunt contraindicate, se folosesc macrolide și sulfonamide (co-trimoxazol) Activitatea anticoxiella a multor medicamente este îmbunătățită semnificativ prin utilizarea agenților lizozomali care cresc pH-ul în fagolizozomi în care persistă coxiella Pentru tratamentul etiotrop al endocarditei coxiella, se recomandă utilizarea combinată pe termen lung a doxiciclinei și hidroxiclorochinei După externarea din spital, convalescentul trebuie să fie sub observație la dispensar timp de cel puțin un an MICROBIOLOGIE PRIVATĂ DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al febrei Q se bazează pe izolarea și identificarea agentului patogen, a antigenelor și/sau a fragmentelor de genom ale acestuia, precum și pe detectarea anticorpilor specifici Izolarea și identificarea perturbatorului Confirmarea directă a infecției cu Coxiella este izolarea agentului patogen Materialul clinic atât pentru izolarea, cât și pentru detectarea coxiellei sunt sânge, urină, LCR, spută, iar în cursul cronic al bolii - biopsii ale ficatului, valvelor cardiace Este recomandabil să luați material biologic pentru izolarea agentului patogen în cursul acut al bolii la apogeul febrei înainte de a prescrie antibiotice cu activitate anticoxiella sau în primele zile de normalizare a temperaturii Pentru a izola Coxiella în străinătate, se efectuează un complex de studii microbiologice: • biotest pe cobai cu greutatea de + g; • studiul plasmei sanguine la cobai inoculate cu material biologic prin metode imunologice pentru depistarea anticorpilor la C bumetii, precum si a organelor acestor animale pentru prezenta coxiella (metodele sunt descrise mai jos); • infectarea embrionilor de pui în curs de dezvoltare sau a culturilor celulare; • identificarea culturii izolate de microorganisme Izolarea C bumetii pentru diagnosticul febrei Q la oameni practic nu este utilizată în Rusia Acest lucru se datorează faptului că, pe de o parte, toate studiile cu material suspectat a fi infectat cu coxiella pot fi efectuate numai în laboratoare specializate care au permisiunea de a lucra cu agenți patogeni din grupa II de patogenitate, pe de altă parte, complexitatea acestora si durata În unele țări, de exemplu în Franța, izolarea coxiellei de corpul pacientului este utilizată pentru a determina sensibilitatea acestui microorganism la diferite antibiotice și pentru a optimiza tratamentul etiotrop al formelor cronice de infecție cu coxiella (de obicei endocardita coxiella) În Rusia, astfel de studii nu au fost încă efectuate Detectarea antigenelor agenților patogeni În conformitate cu ghidurile "Metode serologice pentru diagnosticarea rickettsiozei" ( ), coxiella în obiectele biologice, inclusiv materialul clinic, este detectată prin metoda directă a anticorpilor fluorescenți (PMFA) sau în reacția de hemaglutinare indirectă (RIHA) cu imunoglobulina eritrocitară diagnosticum Cu toate acestea, utilizarea lor în laboratoarele noastre este dificilă din cauza lipsei truselor de diagnosticare casnice În prezent, pentru detectarea antigenelor C bumetii în materialul clinic, au fost dezvoltate la NIIEM L Sistem de testare imunologică enzimatică Pasteur Utilizează anticorpi policlonali adsorbiți pe suprafața puțurilor gripei Complexul angio-antigen rezultat este detectat folosind un conjugat de peroxidază pe bază de anticorpi policlonali prin schimbarea culorii conținutului godeurilor în stadiul de conversie enzimatică a soluției de substrat Sistemul de testare ELISA permite detectarea a - ng/ml din antigenul corpuscular al C bumetii din prima fază, adică , x - , x celule patogene în ml Sensibilitatea sa o depășește pe cea a PMFA de mai mult de - ori, iar sensibilitatea RIGA de mai mult de - de ori Acest lucru face posibilă identificarea C bumetii în organismul animalelor infectate experimental atât în primele zile de infectare cât și pe o perioadă mai lungă] despre perioada MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Diagnosticare moleculară Metodele biologice moleculare pentru determinarea C bumetii au mai multe avantaje față de metodele imunobiologice: • mare sensibilitate și specificitate; • timp relativ scurt pentru obținerea rezultatelor ( - ore); • absența cerințelor crescute pentru laborator în ceea ce privește protecția împotriva infecțiilor după izolarea ADN-ului; • posibilitatea diagnosticării febrei Q în stadiile incipiente ale bolii; • posibilitatea depistarii ADN-ului tinta in material chiar si in cazul mortii agentului patogen; • universalitatea rezultatelor Posibilitățile metodelor biologice moleculare s-au extins semnificativ datorită răspândirii practicii de secvențiere a genomului microorganismelor cu posibilitatea accesului gratuit la aceste date pe Internet, datorită băncii de genotipuri GenBank și altor baze de date de secvențe de nucleotide PCR este utilizat pe scară largă pentru a monitoriza răspândirea C bumetii în organism și a controla eficacitatea tratamentului, precum și pentru testarea sanitară și igienă a surselor de alimente și apă, identificarea agentului patogen în mediul extern și identificarea purtătorilor acestuia și rezervoare naturale Până în prezent, sunt cunoscuți o serie de primeri care sunt utilizați pentru a detecta C bumetii în diverse probe clinice, inclusiv în cele cerate, inclusiv material din valvele cardiace, anevrism vascular, spută, LCR, biopsie hepatică, lapte, placentă, țesut fetal și fetal fluid, sânge Extracția ADN-ului se realizează prin metode standard (extracție fenol-cloroform, sorbție), inclusiv utilizarea truselor comerciale standard concepute pentru extracția ADN din tipul corespunzător de probe biologice Numeroase secvențe de nucleotide sunt utilizate ca ținte pentru amplificare Multe laboratoare folosesc primeri IS pentru a diagnostica febra Q, care amplifică gena transpozazei, care face parte dintr-un domeniu de inserție cu copii mari ( - de repetări per cromozom) Utilizarea primerilor pentru această genă face posibilă creșterea randamentului produsului de amplificare și creșterea semnificativă a sensibilității PCR Primerii pentru ARNr S, gene ARNg S și ARNg S- S distanțier transcris intern sunt, de asemenea, utilizați genele superoxid dismutază (sod), CbbE, rpoB, corni și izocitrat dehidrogenază (ied) Cea mai eficientă metodă biologică moleculară pentru detectarea coxiellei lui Burnet este PCR în timp real (RT-PCR) Această metodă nu este doar mai sensibilă decât PCR standard, dar vă permite și să stabiliți relația dintre concentrația ADN-ului țintă și cantitatea de produs PCR produsă în timpul procesului de amplificare PCR în timp real se efectuează în două modificări, care diferă prin principiul generării fluorescenței reporter În conformitate cu primul principiu, SYBR Green I, SYTO- , POPO- etc sunt utilizați ca coloranți de intercalare, fluorofori ai secvențelor de oligonucleotide În prezent, pentru detectarea C bumetii folosind PCR în timp real, diferite gene sunt utilizate ca țintă pentru primeri - sod, celula ied, gena transpozazei IS Diagnosticul serologic Detectarea anticorpilor la C bumetii, precum și izolarea directă a acestui agent patogen, este posibilă numai în laboratoarele care au autorizație specială Microbiologie PRIVAT soluție, care limitează semnificativ gama laboratoarelor practice care efectuează aceste studii În schimb, testele serologice menite să detecteze anticorpii la C bumetii în plasma sanguină a pacienților nu necesită condiții speciale și pot fi efectuate în multe laboratoare Pentru diagnosticul de laborator al cazurilor de febră Q acută, este recomandabil să se efectueze un studiu de plasmă sanguină în stadiile incipiente ale bolii Rezultatele negative ale reacțiilor serologice sau titrurile scăzute de anticorpi la coxiella din faza a -a dictează necesitatea reexaminării plasma sanguină obținută de la pacient la - zile după prelevarea primei probe și compararea rezultatelor studiului simultan a două mostre Apariția anticorpilor la C rubnetii din faza a -a sau o creștere a titrurilor acestor anticorpi în a doua probă de ori sau mai mult indică natura coxiella a bolii Pentru detectarea anticorpilor la C bumetii se utilizează reacția de fixare a complementului (CFR), reacția de aglutinare (RGA) în diferite modificări și metoda indirectă a anticorpilor fluorescenți (NMFA), în timp ce utilizarea paralelă a antigenelor din coxiella din prima iar faza a -a crește semnificativ eficiența studiului serologic Cu ajutorul RSK, de regulă, nu este posibil să se detecteze anticorpi la C bumetii în perioada incipientă a bolii De aceea, o singură examinare a pacienților în această reacție serologică în timpul febrei sau în timpul convalescenței precoce în majoritatea cazurilor nu este suficient de eficientă Pentru diagnosticul serologic mai precoce, se recomandă utilizarea RHA și NMFA Pentru a îmbunătăți eficiența diagnosticului serologic al febrei Q la NIIEM acestea L Pasteur a dezvoltat un sistem de testare pentru ELISA Particularitatea sa constă în faptul că, datorită modificării chimice a antigenului coxiella din prima fază, a fost posibilă creșterea semnificativă a activității sorbantului în fază solidă Aceasta asigură detectarea anticorpilor la diverși determinanți, deoarece există o demascare spațială a antigenului C bumetii din faza a -a menținând sau chiar activând antigenul Xsdemell din faza I Sistemul de testare ELISA dezvoltat are o sensibilitate semnificativ mai mare comparativ cu alte teste serologice Cu ajutorul acestuia, este posibil să se detecteze anticorpi la C bumetii atât în stadiile incipiente ale bolii, cât și pentru câțiva ani după recuperare Capacitatea testelor serologice de a detecta anticorpi la C bumetii timp de câțiva ani după suferința febrei Q justifică necesitatea diferențierii reacțiilor imunologice în urme de iritația antigenică recentă În acest scop, este oportun să se efectueze stadializarea CSC simultan cu antigenele C bumetii, care se află în diferite stări de fază Anticorpii C bumetii din faza a -a sunt detectați mai devreme decât C bumetii din faza I și sunt determinați în cursul acut al bolii, de regulă, pentru o perioadă mai lungă de timp De aceea, detectarea anticorpilor la C bumetii din faza I în CSC în stadiile incipiente ale bolii (primele - săptămâni) cu un grad mare de probabilitate indică infecția cu acest agent patogen în trecut Diferențierea anticorpilor pe clase de imunoglobuline face de asemenea posibilă aprecierea provizorie a timpului care a trecut de la infecția cu C bumetii Detectarea IgM la C bumetii din faza a -a folosind NMFA în stadiile incipiente ale bolii, de regulă, permite recunoașterea serologică a etiologiei coxiella a infecției fără reexaminarea dinamicii plasmei sanguine Detectarea în această reacție a titrurilor mari de IgG ( : și mai sus) la C bumetii din prima fază este un indicator al infecției cronice MICROBIOLOGIE PRIVATĂ ENTEROBACTERII De mai bine de de ani, membrii acestei familii se află în centrul atenției în microbiologia medicală Inițial, interesul pentru enterobacterii s-a datorat apartenenței lor la principalii agenți patogeni ai infecțiilor intestinale acute (dizenterie, escherichioză, febră tifoidă, paratifoidă și alte salmoneloze), precum și ciuma, pseudotuberculoza și yersinioza intestinală În ultimele decenii, cunoștințele despre rolul etiologic al enterobacteriilor în patologia umană au suferit modificări semnificative S-a stabilit importanța unei game largi de membri ai familiei în etiologia bolilor nosocomiale și respiratorii purulent-septice, a infecțiilor urinare Există o creștere constantă a proporției de microorganisme gram-negative, inclusiv enterobacterii, în structura etiologică a bacteriemiei, infecțiilor purulent-septice și nosocomiale CARACTERISTICILE FAMILIEI ENTEROBACTERIACEAE Familia Enterobacteriaceae include de genuri de y-propteobacterii (tipurile aldine indică genuri de importanță medicală) Arsenophonus Erwinia Pantoea Samsonia Bgepperia Escherlchia Pectobacterium Serratia Buchnera Ewmgella Photorhabdus Shigella Budvicia Hafnia Plesiomonas Sodalis Buttiauxella Klebsiella Pragla Tatumella Calymmatobacterium Kluyvera Proteus Thorsellia Citrobaoter Leclercia Provlaencla Trabulsiella Cedecea Lemlnorella Rahnelia Wigglesworthia Dickeya Moeilerella Raoultelia Xenorhabdus Edwarislla Morganella Saccharobacter Yersinia Erterobacter Obesumbacterium Salmonella Yokenella Membrii familiei Enterobacteriaceae sunt baghete subțiri, de dimensiuni medii, gram-negative, nesporatoare și microchistice, care nu conțin incluziuni cu valoare diagnostică, cu sau fără capsulă, peritric mobile (cu excepția Tatumella) sau imobil Non-rezistent la acizi Anaerobii facultativi cresc bine pe medii nutritive convenționale În funcție de capacitatea lor de a crește pe medii nutritive cu compoziție minimă, aparțin prototrofelor (folosesc glucoza ca singura sursă de carbon) și auxotrofelor, necesitând vitamine sau aminoacizi ca suplimente pentru creștere Nutriția se realizează în detrimentul compușilor organici Energia se obține prin fosforilare membranară și respiratorie Catalază pozitivă, cu excepția Shigella dysenteriae și Xenorhabdus nematophilus Oxidază-negativ, cu excepția Plesiomonas shigelloides Prezintă activitate enzimatică în raport cu carbohidrații (sunt fermentați la acid sau la acid și gaz), alcooli polihidroxici, acizi organici și sărurile acestora, aminoacizi Nitrații se reduc la nitriți, cu excepția unor tulpini de Erwinia și Yersinia Reacțiile enzimatice stau la baza diferențierii enterobacteriilor în genuri, specii și subspecii Enterobacteriile au următoarele antigene: • complex somatic O-antigenic: • antigene H (bacterii mobile); • antigene de suprafață, capsulare (Klebsiella spp , E juice, S typhi}', • antigen comun de enterobacteria (AC), cu excepţia Erwinia chrysan-themi Reprezentanții multor genuri sunt caracterizați de diverși factori de virulență (adezine, invazine, toxine), care sunt codificați de gene MICROBIOLOGIE PRIVATĂ localizate în insule de patogenitate (situate pe cromozom), sau gene localizate în plasmide, bacteriofagi și alte elemente genetice mobile MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Enterobacteriile provoacă o varietate de boli Semnificația clinică a diferiților membri ai familiei Enterobacteriaceae este inegală Shigella, salmonella, escherichia diareeică, yersinia provoacă boli infecțioase capabile de răspândire epidemică largă (infecții intestinale acute, pseudotuberculoză, ciuma, febră tifoidă) Practic, toate enterobacteriile pot provoca boli de origine alimentară (FTI) datorită capacității lor de a se înmulți în alimente Mulți membri ai familiei Enterobacteriaceae sunt adesea cauza infecțiilor tractului urinar, bolilor respiratorii, complicațiilor postoperatorii, sepsisului și meningitei Ele pot provoca infecții severe dobândite în spital, în special la pacienții imunocompromiși, copiii mici și prematurii Enterobacteriile pot provoca, de asemenea, apendicita, afectarea articulațiilor Aceste boli sunt adesea cauzate de reprezentanți ai genurilor Citrobacter, Enterobacter, Esherichia, Klebsiella, Morganellu, Proteus, Providencia, Serratia Doi reprezentanți ai enterobacteriilor, E coli și K pneumoniae, se numără printre bacteriile care sunt indicatori ai dezvoltării rezistenței antimicrobiene în Europa Determinarea semnificației etiologice a enterobacteriilor condiționate patogene se bazează pe caracteristicile cantitative ale microorganismului detectat DIAGNOSTIC DE LABORATOR Etapa preanalitică Materialul pentru examinarea bacteriologică este sângele, mucusul faringelui și al nasului, puroiul, exudatul, secreția plăgii, punctate ale diferitelor organe, scurgerea canalului cervical, spută, bilă, urină, fecale, LCR Probele de sânge, de regulă, sunt inoculate pe medii nutritive direct la patul pacientului Pentru prelevarea și transportul probelor examinate pentru prezența enterobacteriilor, trebuie utilizate tuburi sterile, sonde cu tampon, recipiente sterile de unică folosință (eprubete) cu capac înșurubat ermetic În cazul în care materialul nu poate fi livrat la laborator imediat după prelevare, este recomandabil să se utilizeze sisteme speciale de transport cu un mediu nutritiv pentru a păstra viabilitatea enterobacteriilor Alegerea mediului de transport, ținând cont de tipul de material, scopul studiul și capacitățile tehnice, se realizează de către personalul de laborator Cele mai versatile medii de transport sunt media Stewart și Ames (cu sau fără cărbune) Pentru transportul fecalelor, este, de asemenea, permisă utilizarea mediului Cary-Bleer, glicerol (cu excepția bacteriilor din genul Yersinid) și amestec de tampon fosfat, soluție tampon de borat sau soluție de clorură de sodiu , % Transportul materialului trebuie efectuat cât mai curând posibil, de obicei în , - ore Fiecare eșantion trebuie să fie clar etichetat, precum și o direcție care să cuprindă informațiile necesare pentru a obține un rezultat adecvat și interpretarea corectă a acestuia (tipul și scopul studiului, data și ora primirii materialului) MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Etapa analitică Examinarea bacteriologică a materialului livrat laboratorului pentru prezența enterobacteriilor în acesta include de obicei: • inocularea probelor pe medii nutritive și izolarea culturii pure; • identificarea coloniilor crescute prin proprietăţi biochimice (enzimatice) (definirea genului, speciei, biovarului); • identificarea enterobacteriilor patogene (shigella, salmonella, escherichia) după caracteristicile antigenice (determinarea serogrupului, serovarului); • determinarea susceptibilității antimicrobiene și identificarea rezistenței semnificative clinic la medicamentele de elecție pentru tratament Majoritatea speciilor de enterobacterii sunt nesolicitante pentru mediile nutritive și cresc bine pe agar nutritiv simplu, agar cu sânge și alte medii nutritive Enterobacteriile formează rotunde, ușor convexe, de dimensiuni medii, umede, strălucitoare, transparente în colonii de lumină transmisă cu margini netede (forme de S netede) sau mai plate, uscate, cu margini ondulate inegale (forme de R aspre) Disocierea în formele S și R se manifestă adesea spontan pe mediile nutritive care conțin carbohidrați Izolarea enterobacteriilor din materiale bogate în microfloră proprie poate fi dificilă și necesită utilizarea unor medii de diagnostic diferențial special, îmbogățite, elective-diferențiale, cromogenice și alte medii nutritive Cele mai răspândite sunt mediile nutritive de diagnostic diferențial cu lactoza ca factor diferențial Sunt universale, vă permit să izolați marea majoritate a speciilor de enterobacterii, diferențiind coloniile crescute în raport cu lactoza În prezent, diverși autori au propus numeroase opțiuni pentru formularea unor astfel de medii nutritive, care diferă între ele prin indicatorul de pH utilizat, baza nutritivă și tehnologia de preparare Trei medii din această clasă sunt utilizate pe scară largă - Endo, Levin și McConkey • Wednesday Endo - mediu nutritiv de diagnostic diferenţial slab selectiv cu lactoză, fucsină şi sulfit de sodiu Ultimele două componente, pe lângă funcția de indicator, au un efect inhibitor slab împotriva microorganismelor gram-pozitive • Mediul Levin (eozină-metileneblau-lactoză-agar) diferă de mediul Endo prin faptul că folosește eozina și albastrul de metilen ca indicator Acest mediu nutritiv are, de asemenea, un efect inhibitor slab împotriva bacteriilor gram-pozitive Există o varietate - un mediu nutritiv de diagnostic diferenţial numit agar cu albastru de eozină-metilen (EMS) Contine, pe langa lactoza, zaharoza Acest lucru trebuie luat în considerare, deoarece în literatura de specialitate ideile sale sunt adesea incorect încadrate în silată cu mediul lui Levin Agar-violet bromocrezol, care diferă de mediul Levin prin tipul de indicator, se numără printre mediile de diagnostic diferențial cu lactoză produsă în străinătate • Agar MacConkey diferă de Endo prin indicatorul său, care este roșu neutru, și prezența sărurilor biliare Acest mediu nutritiv de diagnostic diferențial are proprietăți elective mai pronunțate în comparație cu mediul Endo, dar spectrul de microorganisme care cresc pe el este destul de larg Pe lângă enterobacterii, pe acest mediu nutritiv cresc enterococi, stafilococi, pseudomonade, aerobacter și alte bacterii rezistente la bilă În multe țări, acest mediu de diagnostic diferențial este utilizat pe scară largă în studiul enterobacteriilor, enterococilor și MICROBIOLOGIE PRIVATĂ și pentru diferențierea anumitor tipuri de microorganisme, precum Pasteurella Numeroase variante ale mediului MacConkey cu o orientare mai restrânsă a țintei au fost dezvoltate și sunt produse de diverse companii, care trebuie luate în considerare atunci când se efectuează cercetări Agar MacConkey cu sorbitol este utilizat pentru o căutare țintită a E coli :H - principalul reprezentant al grupului de Escherichia enterohemoragică Tulpinile de E coli :H nu fermentează sorbitolul și formează colonii incolore sau roz pal pe acest mediu, spre deosebire de majoritatea Escherichia in care, datorita fermentatiei sorbitolului, coloniile de pe acest mediu sunt roz, iar pe mediul Endo sunt lactoza pozitive Utilizarea acestui mediu crește frecvența de detectare a E coli :H , deoarece există semnificativ mai puține tulpini de Escherichia sorbitol-negative decât cele pozitive pentru lactoză Pentru a izola genuri (specii) individuale de enterobacterii, au fost dezvoltate medii elective foarte specializate Produs mediu selectiv pentru izolarea microorganismelor din genurile Proteus, Providencia și Morganella, care conțin clorhidrat de alchiletilglicină (surfactant), care inhibă creșterea altor enterobacterii • Agar bismut-sulfit este un mediu de diagnostic diferenţial foarte selectiv pentru izolarea Salmonella Verdele strălucitor și bismutul conținute în acesta inhibă creșterea bacteriilor gram-pozitive, precum și a multor enterobacterii Acţiunea de diferenţiere se bazează pe că hidrogenul sulfurat format de salmonella din sulfatul de fier determină înnegrirea indicatorului (sulfitul de bismut), motiv pentru care bacteriile producătoare de hidrogen sulfurat formează colonii negre cu o strălucire metalică, iar mediul din jurul coloniilor devine negru Bacteriile care nu produc hidrogen sulfurat pot crește ca colonii mici, incolore, verzui sau maro Agarul bismut sulfit este produs sub formă uscată Este de preferat să se includă în studiu un mediu nutritiv păstrat înainte de inoculare la o temperatură de °C timp de cel puțin de ore Inoculările sunt incubate într-un termostat la o temperatură de °C cu vizionare zilnică după și de ore • Mediul lui Ploskirev este un mediu nutritiv selectiv pentru izolarea shigella și salmonella Sărurile biliare, verde strălucitor și iodul incluse în mediu inhibă complet creșterea bacteriilor Gram-pozitive și capacitatea lui Proteus de a roi și, de asemenea, întârzie creșterea Escherichia Factorul de diferențiere este lactoza Mediile lichide de îmbogățire sunt utilizate înainte de însămânțare pe medii nutritive dense pentru a crește numărul inițial de enterobacterii din biomaterial Principiul lor de acțiune este de a suprima creșterea E coli prin substanțe chimice (tetrationat de sodiu, cristal violet, verde de malachit), care fac parte din mediu, în absența unui efect asupra enterobacteriilor patogene Odată cu suprimarea acțiunii concurente a microflorei însoțitoare, enterobacteriile patogene se dezvoltă mai repede Cel mai comun mediu de îmbogățire pentru izolarea Salmonella Componentele care determină creșterea selectivă a Salmonelei sunt sărurile acidului selenos, bilă și sărurile biliare (în principal deoxicolat de sodiu), sărurile de magneziu, preparatele cu iod și unii coloranți (verde strălucitor) • Mediul Muller este unul dintre mediile recunoscute care promovează acumularea predominantă de Salmonella Când tiosulfatul de sodiu și soluția de Lugol sunt adăugate în bulionul de tetrationat, se formează tetrationat CAPITOLUL MICROBIOLOGIE PRIVATĂ sodiu, care este un inhibitor pentru Escherichia și alte microflore intestinale, dar nu afectează dezvoltarea majorității serovariilor Salmonella Mediul de cultură se prepară ex tempore • Bulionul de selenit asigură creșterea selectivă a Salmonelei datorită acțiunii hidroselinitei de sodiu • Mediul de magneziu contine un factor selectiv - saruri de magneziu Mediul nutritiv are o serie de modificări, totuși, efectul inhibitor se bazează pe efectul de deshidratare al clorurii de magneziu De asemenea, selectivitatea mediului este sporită prin introducerea verdelui de malachit în compoziția sa • Bulionul de bilă și mediul Rappoport sunt medii de îmbogățire care folosesc proprietățile bilei și sunt utilizate în mod obișnuit pentru hemoculturi în diagnosticul de laborator al febrei tifoide și febrei paratifoide A, B și C • Mediul Kaufman combină proprietățile inhibitoare ale bilei și ale verdelui strălucitor Mediile de îmbogățire lichide preparate în laborator trebuie supuse controalelor în laborator pentru creșterea și proprietățile inhibitoare În prezent, mediile nutritive gata preparate pentru enterobacterii, care sunt de înaltă calitate standard, sunt disponibile și pentru laboratoarele interne Îmbogățirea la rece este utilizată pentru a detecta Yersinia - culturile sunt incubate în apă peptonă tamponată sau mediu peptonă-potasiu în condiții de frigider Pentru izolarea U enterocolitica, un număr de medii nutritive selective sunt produse cu suplimente selective care conțin cefazolină, irgazan și novobiocină Diferențierea bacteriilor se realizează prin fermentarea manitolului Sunt produse medii slab elective, care conțin, în special, un singur irgazan; sunt potrivite pentru izolarea atât a U enteroculitica cât și a U pseudotuberculosis În ultimii ani, mediile cromogene au devenit din ce în ce mai răspândite pentru identificarea enterobacteriilor Principiul de funcționare al acestor medii se bazează pe identificarea enzimelor specifice sau unice ale microorganismelor Majoritatea mediilor cromogenice conțin aditivi selectivi care inhibă creșterea microflorei străine Utilizarea mediilor cromogenice face posibilă accelerarea (într-o zi) izolarea și identificarea simultană a celor mai comune și semnificative tipuri de enterobacterii în practica clinică, practic fără teste suplimentare (sau folosind - teste efectuate în câteva ore în prima zi) ) Au fost dezvoltate și sunt produse medii cromogenice pentru bacteriile coliforme și identificarea speciilor de E coli (mediu cromogen pentru detectarea ( -glucuronidază și p-galactozidază), Salmonella spp (mediu cromogen cu propilenglicol), etc NIIEM-i L Pastera produce două medii nutritive cromogenice pentru izolarea într-o singură etapă și identificarea directă a bacteriilor - mediul Proteus PPM pentru detectarea genurilor Proteus, Providencia și Morganella (principiul de funcționare se bazează pe detectarea triptofan deaminazei specifice acestui lucru) tip de enterobacterii), precum și mediul Klebsiella -ASA" pentru a identifica genul Kjebsiella (principiul de acțiune se bazează pe descoperirea unei enzime Klebsiella unice - -aminosalicilat decarboxilaza) IDENTIFICAREA ENTEROBACTERIILOR BIOCHIMIC Pentru a demonstra că un microorganism aparține familiei Entero-bacteriaceae, este suficient să faceți trei teste - pentru oxidază, reducere a nitraților și test OF (mediu Hugh-Leifson) Enterobacteriile sunt oxidaze negative (cu excepția Plesiomonas shigelloides), reduc nitrații și fermentează glucoza Pentru diferențierea intergenerică aproximativă, coloniile crescute sunt identificate în continuare prin proprietăți enzimatice folosind MICROBIOLOGIE PRIVATĂ medii nutritive policarbohidrate (Kligler, Olkenitsky, agar cu trei zaharuri de fier, agar lizină-fier, mediu Ressel cu uree) Aceste medii nutritive multifuncționale fac posibilă evaluarea microorganismului după mai multe semne simultan De regulă, ele sunt concepute pentru a diferenția Enterobacteriile prin capacitatea lor de a fermenta glucoza, lactoza și, de asemenea, de a forma gaz și hidrogen sulfurat Când carbohidrații sunt descompuse, se formează acid, ceea ce duce la o schimbare a culorii indicatorului Raportul carbohidraților din mediul nutritiv este ales în așa fel încât în timpul fermentației glucozei, doar coloana mediului își schimbă culoarea în galben Îngălbenirea înclinării mediului indică utilizarea lactozei sau a zaharozei Dacă se formează gaz în timpul fermentației carbohidraților, atunci apar goluri în grosimea mediului De asemenea, compoziția mediilor nutritive include tiosulfatul, care, sub acțiunea tiosulfat reductazei microbiene (este posedat de Salmonella, Proteus Cttrobacter) se reduce la sulfit cu formarea de hidrogen sulfurat Sărurile de fier incluse în mediu reacţionează cu hidrogenul sulfurat, ducând la formarea sulfurei de fier sub formă de precipitat negru De aceea, atunci când se formează hidrogen sulfurat, mediul devine negru O compoziție mai complexă are mediul Olkenitsky (o variantă de agar cu trei zaharuri cu uree) Prezența ureei în mediu face posibilă determinarea prezenței ureazei în bacterii Cu ajutorul mediilor nutritive policarbohidrate, afilierea generică este determinată aproximativ și este subliniat cursul analizei ulterioare (Tabelul - ) Este mai convenabil să se folosească mediul Kligler cu uree (conform lui Christensen) sau mediu Olkenitsky, cu toate acestea, pe acesta din urmă, la fermentarea ureei cu izolate, este dificil să se țină seama de alte proprietăți biochimice Testele utilizate pentru diferențierea intergenerică ulterioară a genurilor semnificative clinic și slab studiate ale familiei Enterobacteriaceae sunt prezentate în tabel - și - Dintre mediile nutritive complexe care sunt destinate utilizării în acest scop, ar trebui să menționăm mediul în două faze "Entero Plus" (numele și compoziția acestuia sunt brevetate de compania "Novamed", Israel) Vă permite să determinați simultan mobilitatea izolatelor de enterobacterii și capacitatea acestora de a: • împărțirea orto-nitrofenil galactozidaza în glucoză și orto-nitrofenil; • fermentează glucoza; • generează hidrogen sulfurat; • formează indol; • formează gaz; • descompune ureea Identificarea precisă a speciilor de enterobacterii necesită numeroase teste biochimice, folosind adesea substraturi chimice scumpe În acest scop, sunt utilizate sisteme speciale de testare de diagnosticare Principiul de funcționare al celor mai multe dintre ele este același: utilizarea sau împărțirea volumului posibil minimizat al substratului în mediul nutritiv este judecată de o schimbare a culorii unui indicator special Tabelul - Diferențierea primară a genurilor din familia Enterobacteriaceae pe medii de policarbohidrați Enterobacterii Glucoză (gaz) Lactoză Zaharoză Producerea de hidrogen sulfurat Enterobacter cloacae subsp cloacae Citrobacter spp Klebsiella spp Raouitella spp + + + - MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Enterobacterii Glucoză (gaz) Lactoză Zaharoză Producerea de hidrogen sulfurat Citrobacter spp Proteus myxofaciens + - + - Morganella spp Citrobacter spp + - - - Citrobacter spp + + - - Proteus vulgaris + - + + Proteus mirabilis + - - + Yersinia enterocolitioa - - + - Yersinia pseudotubercuioza - - - - Budvica aquatica - - - + Buttiauxella spp Citrobacter spp Edwardsiella ictaluri Enterobacter taylorae Escherichia spp Hafnia și alții Salmonella paratyphi A Yokenelia regensburgei + - - - Buttiauxella agrestis Citrobacter spp Enterobacter mmipressuralis Escberichia coli + + - - Enterobacter sakazakft Escberichia coli Klebsiella mobilis Kluyvera spp Rahneila acvatitis Serratia rubidae + + + - Edwardsiella hoshinae Enterobacter hormaechei Serratia spp + - + - Salmonella spp Leminorella grimontii Citrobacter spp + - - + Budvica aquatica Hafnia alvei Medici Edwardsiella ictaluri Escberichia coli Medici Obesumbacterium proteus Medici Plesiomonas shigelloides Shigella spp Yersinia pestis Yersinia ruckeri Ewingeila americana - - - - Ewingella americană - + - - Moelierelia wisconsensis - + - Edwardsiella hoshinae Enterobacter hormaechei Pantoea dispersa Serratia spp Tatumella ptyseos - - + - Leminorella richardii Pragia fontium Salmonella typhl Budvica aquatica - - - + Notă, "+" - reacție pozitivă; - reactie negativa Tabelul - Diferențierea biochimică a genurilor semnificative clinic din familia Enterobacteriaceae Test sau substrat • ■ Shigeila ■E § S ё (Ch g Salmonella Klebsiella s -СЗ g ё 'S Serratia Proteus ma " O ta s: ta gi i Yersinia Envipia Fermentarea glucozei kg, k kg kg kg kg kg kg, k kg, k kg kg kg k k Formarea acidului din lactoză + -/(+) - + -/ + + + + + - - - - ± Formarea hidrogenului sulfurat - - + ± - - - - + - - - - Formarea indolului + /+ + -/+ - -/+ - - - + > + -/+ -/+ Citrat (mediu Simmons) - - - + + + - + + + + - - + Fenilalanin deaminaza - - - - - - - - - + + - - - Lizin decarboxilază ± - + - + + -/+ + - - - - - - Ornitin decarboxilază -/+ - ± -/+ - - - - + - - + + Testare cu roșu de metil + + + + + -А - -/+ + - - - + ± Reacția Voges-Proskauer - - - - - + + -/+ + - - - - -/+ Fermentarea adonitolului -/+ - - -/+ - - -/+ - -/+ - -/+ - - - Fermentarea inozitolului + - -/+ - + -/+ - -J+ - - - - - Fermentarea sorbitolului + - - + + + + - + - -/+ - ± - Fermentarea ramnozei + -/+ - + + + + + -/+ - + Mobilitate + - - ± ± - - + + + + + -А + Hidroliza ureei - - - - - (+) (+) - -/+ + + -/+ Notă: "kg" - acid-gaz; "k" - acid; "+" sau -/+" - diferite biovari sau specii ale genului; "(+)" - reacție întârziată sau ușoară Cu excepția S flexneri Cu excepția S typhi Excluzând unele serotipuri rare La o temperatură de "C Cu excepția U pestis Tabelul - Diferențierea biochimică a genurilor slab studiate din familia Enterobacteriaceae Test sau substrat Cedecea ■fi "B f Leclercia fi І Pantoea L S" fi fi E fi Xenorhabdus Yokenella Formarea indolului - - + -g - - - - - - - Testul roșu de metilen + + + + + -/+ + + - - + Reacția Voges-Proscausra + + - - - + - + - - - Citrat (mediu Simmons) + + + - + + + + - - + Formarea hidrogenului sulfurat - - - - - -/+ + - - - - Hidroliza ureei - - - - - - - - - - - Fenilalanin deaminaza - - - - - - - + + - - Lizin decarboxilază - - - - - - - - - + Ornitin decarboxilază -/+ - + - - -/+ - - - - + Mobilitate + -/+ + + - + + - - + + Fermentarea glucozei cu degajare de gaz + + + - - - + - - + Fermentarea adonitolului - - - + + - - - - - - Fermentarea inozitolului - - - - - -/+ - - - - - Fermentarea lactozei -/+ -/+ + + + - - + - - - Fermentarea manitolului + + + + ± + - + - - + Fermentarea ramnozei - - + + - + - + - - + Fermentarea zaharozei + - + -/+ + + - + - - - Fermentarea sorbitolului -/+ - -/+ - - - - + - - - Fermentarea celobiozei + - + + - + - + - - + Fermentarea maltozei + - + + + - - + - + Pigment - - - W - F - - - K, F, o - Notă "Zh" - galben; "K" - maro; "O" - portocaliu MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Din punct de vedere tehnic, sistemele de testare disponibile pot fi împărțite în grupuri gri • Sisteme de testare care conțin un amestec uscat "substrat-indicator-mediu" într-o tabletă specială Majoritatea acestor sisteme de testare Suspensia microorganismului de testat se adaugă în godeurile plăcii Avantajul acestor sisteme de testare este fabricabilitatea ridicată, dezavantajul este incapacitatea de a selecta teste individuale, tableta este întotdeauna consumată complet • Sisteme de testare care conțin un amestec lichid "substrat-indicator-mediu", care este picurat în godeurile tabletei imediat înainte de utilizare Avantajul acestor sisteme de testare este rentabilitatea, deoarece setul de teste pentru fiecare cultură poate varia după cum este necesar, dezavantajul este o creștere a costurilor cu forța de muncă • Sisteme de testare în care discurile de hârtie sunt impregnate cu amestecul "substrat-indicator-mediu" Înainte de utilizare, discurile sunt plasate în condiții aseptice cu pensete în eprubete care conțin o suspensie a microorganismului studiat Aceste sisteme de testare se caracterizează prin costuri maxime cu forța de muncă cu posibilitatea de a varia setul de teste pe termen nelimitat Până în momentul înregistrării rezultatelor, toate sistemele de testare pot fi împărțite în două grupuri: • permitand obtinerea rezultatului dupa - ore de incubatie; • necesită incubare timp de - ore Primul sistem de testare industrial care și-a păstrat valoarea de "standard de aur" pentru identificarea enterobacteriilor este sistemul de testare API E (Bio Merieux) Vă permite să determinați rezultatele a de teste în ore folosind un singur panou În plus, sunt determinate citocrom oxidaza, oxidarea și fermentarea glucozei și mobilitatea Obiectul identificării poate fi o colonie izolată din mediul de inoculare primară Compania produce un sistem de testare "Rapid E" pentru identificarea enterobacteriilor, care vă permite să obțineți un rezultat în ore Sistemele de testare Enterotest , Enterotest , EnteroScreen și Entero-Rapid (Erba-Lahema s r o ) includ teste pentru identificarea generică a enterobacteriilor - determinarea ureazei, p- și D-galactozidazei, lipazei, fenilanin deaminazei, orniticarboxilazei, dezaminazei, orniticarboxilazei formarea indolului, hidrogenului sulfurat, acetoinei, fermentarea manitolului, citratului și inozitolului, adonitolului, esculinului, malonatului de sodiu, ramnozei, celobiozei, zaharozei, sorbitolului, glucozei, dulcitolului și trehalozei, precum și definițiilor arginină dehidrolaze Sistemul Enterotest (Erba-Lachema s r o ) este conceput pentru a identifica cele mai semnificative enterobacterii din practica clinică în - de ore utilizând teste - determinarea ureazei, fenilalanin deaminazei, lizin decarboxilazei, ornitin decarboxilazei și formarea de hidrogen sulfurat fermentație citrat, esculin, malonat, inozitol, adonitol, celobioză, zaharoză, sorbitol, manitol și trehaloză În prezent, alături de cele importate, sunt produse numeroase sisteme de testare autohtone pentru identificarea enterobacteriilor, inclusiv MMTF și MMTE (NPO Allergen, Stavropol) Setul SIB nr (NPO Microgen, ImBio, Nizhny Novgorod), PBDE (NPO Diagnostic Systems, Nijni Novgorod), RAPID-ENTERO- și RAPID-ENTERO- (NIIEM im L Pasteur, St Petersburg) Modul în care cultura este identificată prin teste biochimice depinde de capacitățile tehnice ale laboratorului Trebuie remarcat faptul că tabelele de diagnostic existente permit identificarea doar a principalelor genuri binecunoscute de Enterobacteriaceae Utilizarea tastelor de diagnosticare (scheme grafice speciale) face posibilă reducerea intensității muncii, dar uneori pentru zg vwu i MICROBIOLOGIE PRIVATĂ datorită preciziei reduse Cele mai moderne metode de identificare sunt cărțile de coduri și programele de calculator Noi posibilități pentru identificarea rapidă a microorganismelor, inclusiv a enterobacteriilor, cu determinarea simultană a sensibilității la medicamentele antibacteriene, se deschid atunci când se utilizează analizoare microbiologice automate Debitul ridicat și automatizarea principalelor etape de lucru reduc intensitatea muncii și extind semnificativ gama de microorganisme identificate În tabel - - - prezintă teste pentru identificarea inter- și intra-natală a enterobacteriilor semnificative clinic Tabelul - Diferențierea intragenerică a genului Citrobacter Test sau substrat C freundii C diversus C amalnnticus Formarea hidrogenului sulfurat N - - Formarea indolului - + + Malonat de sodiu - + - Ornitin decarooxilaza [-] + + Formarea acidului din adonit - + - Tabelul - Diferențierea intragenerică a genului Escherichia Test sau substrat E COII F herni și F vitlneris E fergusoni F blattae Formarea indolului + + - + - Ornitin decarooxilaza d + - + + Fermentarea dulcitei d [-] - d - Fermentarea adonitului - - - + - Fermentarea sorbitolului + - - - - Fermentarea celobiozei - + + + - Utilizarea malonatului - - S d + Formarea pigmentului galben - + d - - Tabelul - Diferențierea intragenerică a genului Serratia Test L ti o i co S > - - % dintre tulpini sunt pozitive; "[+]" - - % dintre tulpini sunt pozitive; "+" - - % dintre tulpini sunt pozitive Tabelul - Diferențierea biochimică a genurilor Proteus, Providencta și Morgana Test Proteus Morganelia morganii Providencta mirabilis myxofa-ciens penneri vulgaris alkali-faciens heim-bachae rettgeri rustlgianii sluartii Reacția Voges-Proskauer d - - - - - - - - - Citrat (mediu Simmons) d + - [- - + - + -[-] Formarea hidrogenului sulfurat + - d - - - - - Educație indol - - - + + - Formarea gazului din D-glucoză + • d [+] - - d - Hidroliza ureei + + + - - d Ornitin decarboxilază - - - + - - - - - Hidroliza gelatinei + d + - - - - - - Fermentarea D-adonitului - - - - - + - - Fermentare D-arabita - - - - - - + - - Fermentare glicerină d + dd - H - d - d Fermentarea mioinozitului - - - - - d - Fermentarea maltozei - + + - - d - - - Fermentarea D-manozei - - - - + + + Fermentarea metil-O-glucozidei - + [+ d - - - - - - Fermentarea I-ramnozei - - - - - zile - - Fermentarea zaharozei [- + + + - [- - H dd Fermentarea trehalozei + dd - - - Fermentarea D-xilozei + - + + - - - - - Dezoxiribonucleaza d + d M - - - - - Lipaza + + d [+ - - - - - - Iluminarea mediului cu tirozină + - + + + + + + Roire + + d + - - - - - - Notă: "-" - - - % dintre tulpini sunt pozitive; MICROBIOLOGIE PRIVATĂ "[-]"• - - % dintre tulpini sunt pozitive; "d" - - % dintre tulpini sunt pozitive; "[+]" - - % dintre tulpini sunt pozitive; "t" - - % dintre tulpini sunt pozitive microbiologie PRIVATĂ Tabelul - Caracteristici diferențiale ale speciilor și subspeciilor de Salmonella Un fel de £enterica$ bongon Subspecia enterica salamae arizonae diaruonae houtenae hidica Denumirea II lila lllb IV VI V Caracteristică Dulcite + + - - - d - p-galactozidaza - - + + - d ■G Malonat - + + + - - - Gelatina - + + + + + - Sorbitol + + + + + - + Creștere cu KCN - - - - + - + D (C-tartrat + - - - - - - Galacturonat - + - + + + + y-Glutamil transferaza + + - + + + ■g p-glucoronidază dd - + - d - Mu cat + + + - ( %) - + + Salicină - - - - + - - Lactoză - - - ( %) + ( %) - d - Liza de către fagul + + - + - + d Rezervor natural Animale cu sânge cald Animale cu sânge rece și mediul înconjurător Notă: "+" - % sau mai multe reacții pozitive; - % sau mai multe reacții negative: d "- diferite serovari dau reacții diferite Tabelul - Diferențierea intragenerică a genului Klebsiella Testul K ohiosa KI pneumoniae subsp ozaenae subsp pneumoniae subsp rinosclero-matis Formarea indolului + - - - Testul roșu de metilen [-] + LH + Hidroliza ureei + - + - Lizin decarboxilază + d +• - Utilizarea malonatului + - + + Formarea gazului din D-glucoză + d + - Formarea acidului din -cetogluconat + - - - Formarea acidului din O-sorboză + - - - IDENTIFICAREA ENTEROBACTERIILOR DUPĂ CARACTERISTICI ANTIGENICE Pentru enterobacterii, una dintre etapele identificării este studiul structurii antigenice a microorganismului izolat (identificare serologică) În prezent, structura antigenică a multor enterobacterii a fost studiată destul de profund, totuși, preparatele de diagnosticare pentru identificarea serologică au fost dezvoltate numai pentru bacteriile din genurile Salmonella, Shigella, Escherichia și Yersinia Tulpinile din trei tipuri de shigella (S dysentrriae, S flexneri, S boydiî) sunt diferențiate în serovare în funcție de antigenele tipice Tulpinile de S flexneri sunt diferențiate în subserovari în funcție de antigenele de grup (Tabelele - ) MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Tabelul - Schema de clasificare a bacteriilor din genul Shigella Grupa Specii Serovar Podgerovar A Shigella dysenteriae - - B Shigella flexneri a, b a b a, b a, b a, b - Varianta X - Varianta Y - Cu Shigella boydii - - D Shigella sonnei - Clasificarea serologică a Salmonelei se realizează pe baza schemei internaționale Kaufman-White, care include numele și structura antigenică a variantelor serologice cunoscute în prezent de Salmonella Serogrupul tulpinii este determinat de complexul de antigene O, serovarul din fiecare serogrup este determinat de prezența antigenelor H În Escherichia, serogrupul este determinat de combinația de antigene O sau OK, iar serovarul tulpinii este determinat de conținutul complex al antigenelor OH sau OKN Identificarea serologică, de regulă, începe cu studiul culturii izolate în RGA pe sticlă cu O-sere polivalente Pentru Salmonella, serurile O polivalente adsorbite la grupurile A, B, C, D, E și rare de Salmonella sunt produse comercial Au devenit disponibili anticorpi monoclonali care permit identificarea Salmonella la niveluri generice, de grup și de serotip Unii dintre acești anticorpi monoclonali sunt unici, deoarece nu este posibil să se obțină seruri specifice hiperimune adsorbite la antigenele Salmonella (în special flagelii) pe care le detectează Pentru Shigella sunt disponibile seruri pentru determinarea S dysenteriae* S flex-pea + S sonnei, boydii La serotipizarea Escherichia, se folosesc mai întâi seruri polivalente (OKA, OKB, OKS, OKD și OKE), apoi se efectuează RGA cu seruri O monovalente (sau imunoglobuline) care fac parte din amestecul polivalent care a dat un rezultat pozitiv Pentru Escherichia, este disponibil un panou suplimentar de seruri OK monovalente Au fost dezvoltate seruri pentru diferențierea Yersinia - yersinia (OS; ; ; ; ; ; ; ; ), pseudotuberculoase (serotipurile și ), precum și serul Yersinia care permite diferențierea virulentă iar U enterocolitica nepatogenă în RGA Identificarea serologică a culturilor se efectuează strict conform instrucțiunilor producătorului SCURTĂ DESCRIERE A GENERILOR INDIVIDUALE DE ENTEROBACTERII În prezent, semnificația clinică a unor genuri și specii incluse recent în familia Enterobacteriaceae nu a fost încă determinată și trebuie clarificată • Genul Budvicia (B aquatica) Bacteriile acvatice producătoare de serove În practica medicală, acestea sunt extrem de rare Ei trăiesc în apele de suprafață nepoluate Există rapoarte izolate de excreție din sânge și urină la pacienții cu imunodeficiență • Genul ButtiauxeUa (B agrestis, B brennerae, B ferragutiae, B gaviniae, B izardii B noackiae, B wannboldiae) Extrem de rar în medicină MICROBIOLOGIE PRIVATĂ practica bacteriilor Se găsește în moluște și melci, inclusiv în cei comestibili Există rapoarte de depistare în materialul clinic - urină și secreții din rană Genul Cedecea (C davisae, C lapagei, C p eteri, C specie$ , C specie ) Este izolat în principal de tractul respirator uman Infecțiile oportuniste sunt rare Se diferenţiază cu reprezentanţi ai genurilor Ewingella şi e?maIa Genul Citrobacter (C amalonaticus, C freundii, C koseri (diversus) C farmeri, C sedldkii, C rodentium, C youngae, C braakii, C werkmarm, C gillenii, C tpiru- imae \ Găsit în fecalele și urină umană, apa rezervoarelor și alte obiecte din mediu Poate fi atribuite reprezentanților microflorei intestinale normale Se descriu numeroase cazuri de infecții intestinale acute (sporadice și focare) cauzate de aceste microorganisme Bolile se desfășoară ca gastroenterită, dispepsie Bacteriile din genul Citrobacter au fost izolate ca agent etiologic în infecții ale tractului urinar și biliar, otită, osteomielita Folosind o serie scurtă de teste biochimice, bacteriile din acest gen sunt greu de distins de Escherichia și Salmonella practică, este adesea necesar să se diferențieze de Salmonella Este important de reținut că citrobacterii au o serie de antigene comune cu salmonella În diferențierea salmonelelor și citrobacterilor, absența lizin decarboxilazei din salmonella este de o importanță deosebită Tulpini multirezistente de S typhimurium care au cauzat infectii nosocomiale in - într-un număr de teritorii ale Federației Ruse, a dat adesea un rezultat negativ pe medii cu lizină Citrobacterii sunt subdivizați în funcție de antigenul O în de serogrupuri, în cadrul cărora este posibilă diferențierea pentru antigenele O și H individuale Cu toate acestea, serotiparea acestor microorganisme nu este utilizată în prezent în practica de laborator Genul Edwardsiella (E hoshinae, E ictaluri, E tarda, E tarda biogrup ) Cel mai larg răspândit în țările tropicale și ecuatoriale Adesea izolat de reptile E tarda sunt patogene pentru pești Întrebarea cu privire la patogenitatea acestor microorganisme pentru oameni rămâne controversată Există dovezi ale unei frecvențe mai mari de detectare a bacteriilor din acest gen la pacienții cu sindrom diareic, comparativ cu indivizii sănătoși Sunt descrise cazuri de izolare a acestora în abcese hepatice, empiem pleural, sepsis neonatal și complicații purulent-septice Genul Enterobacter (E cloacae subsp cloacae E cloacae subsp dissolvens, E amnigenus biogrup , E, amnigenas biogrup , E asburiae, E gergoviae, E hor-maechei, E sakazakii, E intermedius, E nimipressuralis, E taylorae, E cancerogenus, E pyrinus, E kobei, E aerogenes) Au fost descriși inițial ca agenți cauzali ai infecțiilor cu insecte, în special lăcustele Întrebarea cu privire la patogenitatea Enterobacterului pentru oameni a rămas de mult deschisă Cu toate acestea, în ultimii ani, s-a acumulat material semnificativ, ceea ce indică faptul că aceste microorganisme pot provoca infecții intestinale acute, infecții ale tractului urinar și biliar și sepsis neonatal; Enterobacter este considerat un agent cauzal important al infecțiilor nosocomiale În unele regiuni, în ceea ce privește frecvența izolării de la pacienții internați, aceste microorganisme sunt pe locul doi după Escherichia și Klebsiella Cel mai adesea, E aerogenes se găsește la om Au fost descrise focare în spitale cauzate de E cloacae E sakazakii este agentul cauzal al infecțiilor parenterale la copiii mici În ultimii ani s-au înregistrat adesea cazuri sporadice documentate epidemiologic și focare de infecții septice și enterocolită necrozantă la copii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ primul an de viață, în special la nou-născuții prematuri, cu conținut scăzut de gel sau sugarii imunocompromiși Meningita si bacteriemia au fost inregistrate si la copii (mortalitatea in unele cazuri a ajuns la %) Toate cazurile au fost asociate cu consumul de formule pentru sugari contaminate cu E sakazakii Totodată, s-a constatat că, în primul rând, E sakazakii poate pătrunde în formulele de lapte uscat cu ingrediente contaminate adăugate după uscare, sau din mediu în timpul ambalării produsului finit Identificarea se realizează pe baza unei combinații de caracteristici morfologice, biochimice și de altă natură care determină apartenența la specia E sakazakii Izolatul aparține E sakazakii pe baza caracteristicilor sale biochimice detaliate ale tulpinilor Diferențierea ar trebui efectuată cu reprezentanți strâns înrudiți ai enterobacteriilor - E coacae și P agglomerans Principalele caracteristici diferențiale ale E sakazakii sunt capacitatea de a forma un pigment galben atunci când este cultivat pe medii neselective la o temperatură de °C și absența fermentației cu D-sorbitol Testul de lichefiere a gelatinei este utilizat pentru a diferenția E sakazakii de membrii variabili de sorbitol și pigmentați galbeni din genul P agglomerans Ca test suplimentar pentru identificarea E sakazaki, este posibilă determinarea activității O',-glucozidazei pe medii nutritive cromogenice care conțin -nitrofenil-a-B-glucopiranozidă sau -brom- -cloro- -indolil-a-B- glucopiranozidă • Genul Escher chia (E coli, E hermanmi, E vulneris, E fergusom , E blatîae) Acest gen combină un grup eterogen extins de enterobacterii care diferă în proprietăți biologice, serologice și morfologice, activitate antagonistă, producție de entero- și itotoxine, patogenitate și alte caracteristici Escherichia sunt reprezentanți ai microflorei obligatorii a intestinului uman De importanță clinică sunt variantele serologice specifice și biovarurile de E coli care pot provoca infecții intestinale acute, forme extraintestinale de escherichioză apar sub formă de meningită, sepsis, pielonefrită, cistită, pneumonie și alte boli Polimorfismul tabloului clinic se datorează prezenței diverșilor factori de virulență E coli este unul dintre cei mai frecventi agenți patogeni ai infecțiilor nosocomiale, provocând complicații purulent-septice în perioada postoperatorie, bacteriemie, infecții ale SNC și diaree În microbiologia sanitară, E coli este un microorganism indicator sanitar care indică contaminarea fecală a mediului Rezultatele diagnosticelor de laborator, bazate pe un număr limitat de teste fenotipice, nu ne permit să evaluăm cu încredere semnificația etiologică a tulpinilor de E coli, chiar și ținând cont de apartenența acestora la un anumit serogrup Structura antigenică a E coli este complexă Pentru construirea schemelor de diagnosticare a antigenelor și identificarea serologică, antigenele -, K- și H sunt cei mai importanți Complexele antigenice rămase prezintă interes în principal pentru stabilirea mecanismelor de patogeneză, identificarea factorilor de virulență Escherichia în studiile genetice În funcție de combinația de antigene O- sau OK, toate Escherichia sunt împărțite în grupuri serologice (serogrupuri), iar în funcție de spectrul conținutului de antigene OH- sau OKN, acestea sunt împărțite în variante serologice (serovarii) Până în prezent, sunt cunoscuți -, H- și K-antigene, dar aceasta nu este limita, deoarece sunt izolate constant tulpini care nu sunt identificate de serurile de diagnosticare care conțin anticorpi la antigenele -, H- și K cunoscute Escherichia se caracterizează prin asemănarea relațiilor antigenice pentru antigenul O între serogrupuri, precum și cu alte enterobacterii patogene și oportuniste MICROBIOLOGIE PRIVATĂ theria (Shigella spp , Salmonella spp , Klebsiella spp ) Dificultățile în identificarea Escherichia se datorează faptului că schemele lor de serotipizare sunt incomplete și imperfecte Tastarea este, de asemenea, îngreunată de necesitatea utilizării unui set mare de seruri de diagnostic, care, la rândul său, este asociat cu costuri economice ridicate Identificarea serologică se bazează pe detectarea antigenelor O sau OK în RHA expandat sau pe sticlă Dintre Escherichia diareeică are o importanță deosebită E coli O :H , producând enterotoxine care provoacă hemocolită cu posibile complicații sub formă de sindrom hemolitic-uremic, insuficiență renală și purpură trombocitopenică Aceste enterotoxine sunt reprezentate de două soiuri (I și II) și seamănă ca structură și activitate cu enterotoxina produsă de S dysenteriae (de aceea aceste enterotoxine sunt numite shiga-like) În prezent, se produce un test imunocromatografic cu o singură etapă pentru screening-ul prezenței E coli O :H în fecale Vă permite să obțineți rezultatul în - minute În microbiologia medicală, în funcție de bolile cauzate și de prezența anumitor factori de virulență, Escherichia patogenă se împart în două mari grupe: • Escherichia, care determină dezvoltarea infecțiilor intestinale acute: • Escherichia, determinând dezvoltarea infecțiilor de localizare extraintestinală Escherichia, care provoacă dezvoltarea infecțiilor intestinale acute (Escherichia diareică), este împărțită în șase grupuri condiționate: • EPEC - Escherichia enteropatogenă (E coli O ac, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ; cele -grupuri enumerate includ de serovare; • EIEC - Escherichia enteroinvazivă (în cea mai mare parte imobilă E coli ac, , , , , , , , , , ); • ETEC - Escherichia enterotoxigenă (E coli O :H , :H :H , :H , O :H-, O :H , O :H-, O :H , O :H , O :H , O ac:H , O :H , O :HiO, O :H , O :H-); • EHEC - Escherichia enterohemoragică (E coli :H , :H-O :H , O :H , :H-, O :H , precum și peste de serovare din grupele - ); • EAEC - Escherichia enteroagresivă (E, coli :H-, ; H , ; H-, :H , O :H ); • DAEC - Escherichia difuz-agregativă Fiecare grupă de Escherichia diareeică aparține anumitor serovari, se caracterizează prin determinanți genetici individuali ai virulenței și manifestări clinice specifice ale infecției intestinale acute provocate Escherichia care provoacă infecții de localizare extraintestinală, precum și Escherichia diareeică, sunt împărțite în grupe patologice: • MENEC - meningeal; • SEPEC - septicemia; • UPEC - uropatogen Datele acumulate indică necesitatea revizuirii principiilor de tipizare de laborator a Escherichia - inclusiv în prima etapă determinarea markerilor de virulență (determinanți genetici) cu serotiparea ulterioară pentru fundamentarea rolului etiologic Progrese semnificative în diagnosticul de laborator al enterobacteriilor, inclusiv Escherichia, poate fi asociat cu introducerea unei metode rapide și fiabile (RFLP) bazată pe analiza polimorfismului de lungime a fragmentelor de restricție ale genelor rfb și/IS amplificate care controlează sinteza de LPS al antigenului O și al flagelului MICROBIOLOGIE PRIVATĂ respectiv linie de flageli Această metodă se numește "serotipizare moleculară" întrucât susține, clarifică și aprofundează clasificarea general acceptată a serotipării microorganismelor și, de asemenea, unifică și reduce costul determinării apartenenței serologice a tulpinilor folosind seruri Folosind această metodă, este posibilă identificarea serologică a tulpinilor nemotile și de formă R Infecțiile intestinale acute de Escherichia diareeică caracterizează gay cu o leziune predominantă a tractului gastrointestinal cu dezvoltarea intoxicației și sindromului diareic, mai rar - o generalizare a procesului patologic Agenții cauzatori ai infecțiilor intestinale acute diferă de tulpinile nepatogene de E coli prin prezența anumitor factori de patogenitate și determinarea lor genetică aparținând unei variante serologice specifice și caracteristici ale patogenezei și manifestărilor clinice și epidemiologice ale bolilor provocate • Genul Ewingella (E americana) Este izolat din spută, scurgeri ale plăgii, sânge uman Posibil agent cauzator al infecțiilor oportuniste Se diferențiază de bacteriile din genul Cedecea • Genul Hafnia (H alvei, H аіѵеі biovar ) Hafnia se găsește adesea la mamifere, inclusiv la oameni, în produsele alimentare, în special în produsele lactate, precum și în obiectele din mediu Problema semnificației lor în patologia umană necesită un studiu suplimentar Există dovezi ale unui posibil rol al acestor microorganisme în bolile diareice, sepsis, inclusiv neonatal • Genul Klebsie Ua (K oxytoca, K pneutopiae subsp rpetiotopiae, K peutopiae subsp ozaenae, K peutopiae subsp rhinoscleromatis, K granulomatis) Principala trăsătură distinctivă a Klebsiella este prezența unei capsule Clasificarea acestor microorganisme a fost revizuită în mod repetat, în prezent genul Klebsiella include specii, iar cele specii incluse inițial în acest gen (K rhinoscleromatis și K ozaenae) sunt considerate acum subspecii de K rneutopiae În ultimii ani, ideile despre rolul Klebsiella, în primul rând K pneumoniae, în patologia umană s-au adâncit considerabil Klebsiella este agentul cauzal al infecțiilor nosocomiale, diferite boli ale nou-născuților În practica clinică a fost introdus un termen special - "klebsieloză" pentru a se referi la bolile care apar ca sepsis acut sau cu afectare locală a organelor individuale Klebsiella este larg răspândită în mediu, ceea ce este asociat cu un nivel ridicat de rezistență la antibiotice Se caracterizează printr-o rezistență mai mare la acțiunea dezinfectanților Pentru identificarea generică a Klebsiella NIIEM le L Pasteur eliberează mediul cromogen "Klebsiella -ASA", pe care doar aceste microorganisme formează zone de culoare negru-maro în jurul coloniei • Genul Kii uvega (K ascorbata, K cryocrescens, K iniermedius, K cochleae, K georgiana') K cochleae este izolat de melci și melci Mai multe specii se găsesc în alimente, sol, apele uzate și în microflora normală a tractului gastrointestinal uman Aceste microorganisme sunt izolate din materialul patologic, în principal din tractul respirator, urinar, fecale, ocazional din sânge Infecțiile oportuniste sunt rare • Genul Leclercia (L adecarboxylata) Se găsește în alimente și apă Izolat din spută, saliva, sânge uman Este descris rolul etiologic al acestor microorganisme în septicemie, pielonefrită, infecții ale plăgilor, artrită septică Ele pot produce β-lactamaze cu un spectru larg de acțiune MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Genul LeminoreUa (L grimontii, L richardiî) Este izolat din fecalele umane și urină Poate provoca infecții ale tractului urinar, infecții ale rănilor, bacteriemie primară, peritonită, infecții ale tractului respirator Genul Moellerella (M wisconsensis) Un gen puțin studiat de Enterobacteriaceae Se găsește în apă, alimente, cavitatea bucală a animalelor La om, izolat din fecale, sânge, aspirat bronșic, bilă Genul Morganella (L/ morgami subsp morganii, M morganii subsp sibonii, M morganii biovar ) Până în , M morganii a aparținut genului Proteus (P morganii) M morganii este un microorganism patogen condiționat care face parte din microflora intestinală normală Poate provoca diferite procese infecțioase - sepsis, abces cerebral, endoftalmită, meningită, infecții ale rănilor De asemenea, poate provoca infecții nosocomiale Genul Obesumbacterium (O proteus biogrup ) Enterobacteriile puțin studiate Posibil contaminant al drojdiei de bere și mustului Semnificația clinică este necunoscută Genul Pantoea (R agglomerans; sinonime: Enterobacter agglomerans, Erwinia herbicola, Erwinia milletiae, P dispersa) P agglomerans (fost E agglomerans) este o cauză frecventă a infecțiilor exogene Aceste microorganisme sunt larg distribuite în plante și sunt adesea cauza contaminării vatei Se înmulțesc intens la o temperatură de °C, inclusiv în soluții injectabile și produse din sânge depozitate la frigider Genul Plesiomonas (P shigelloides) Plesiomonadele sunt o cauză frecventă a gastroenteritei la pacienții asociate cu apa de mare și ingestia de fructe de mare, în special de stridii De asemenea, pot provoca bacteriemie, artrita septica, osteomielita, meningita, endocardita, celulita, peritonita, colecistita, pancreatita A fost descrisă apariția infecției la pacienții aflați în dializă peritoneală Genul Pragia (P fontium) Enterobacteriile puțin studiate Excretat din apă, fecale Semnificația în patologia umană este necunoscută Genul Proteus (P mirabilis, P myxofaciens, P reppen P vulgaris) O trăsătură caracteristică a acestui gen este mobilitatea ridicată și capacitatea de a se strecura pe medii dense Roitul este cel mai caracteristic pentru două specii, P vulgaris și P mirabilis, dar acest fenomen poate fi indus și la alte specii Cel mai de încredere test pentru determinarea apartenenței la genul Proteus este determinarea fenilalaninei deaminazei Genul Providencia (P alcalifaciens, P heimbachae, P rettgeri, P rustigianii, P stu-artii) La om, izolat din urină, fecale, sânge, precum și din orofaringe, perineu, axilă, secreții ale plăgii P stuartii sau, mai rar, P rettgeri este o cauză frecventă de infecții ale tractului urinar la pacienții cu cateter pe termen lung P alcalifaciens, P rettgeri și P stuartii pot provoca diaree Reprezentanții acestui gen pot provoca infecții nosocomiale, au adesea rezistență la mai multe medicamente Genul Rahnella (R aquanlis) Distribuit pe scară largă în mediu (apă, sol) R aquatilis se găsește în carne, pește de apă dulce, bere, nutriție parenterală și produse lactate Reproducerea la pești poate duce la acumularea de concentrații periculoase de histamină în acesta La om, izolat din sânge, scurgeri de răni postoperatorii, urină, spută, lavaj bronșic, fecale, £ aquatilis trebuie diferentiat de £ aglomeranilor datorită asemănării proprietăților lor biochimice Genul RaoulteUa (R planticola, R terrigena, R ornithinolytica) - aceste bacterii, care se înmulțesc în pești, precum și microorganismele din genul Rahnella, sunt capabile să MICROBIOLOGIE PRIVATĂ transformă histidina în histamina, ceea ce poate duce la intoxicații alimentare • Genul SimoneUa (S enterica, S bongori) S enterica este împărțită în subspecii Reprezentanții speciei S enterica subsp au semnificație clinică pentru om enterica, care este cea mai numeroasă Salmonella este subdivizată în sepogrupuri pentru antigenele O și serovare pentru antigenele O și H Schema actuală Kaufman-White are de serovari grupate în de serogrupuri Nu mai mult de de serovari provoacă boala la om și nu mai mult de dintre ele sunt răspândite Salmoneloza sunt zooantroponoze tipice, cu excepția febrei tifoide și a paratifoidei În ultimii de ani, salmoneloza la om este cauzată cel mai adesea de S enteritidis Bolile sunt asociate cu produse contaminate ale crescătorii industriale de păsări (carne de pasăre, ouă) Alte serovare (S typhimurium, S derby, S infantis, S london, S haifd) pot provoca, de asemenea, boli sporadice și infecții parenterale Tulpinile multirezistente ale multor serovariuri sunt capabile să provoace infecții nosocomiale cu transmitere contact-gospodărie Salmonella sunt microorganisme mobile care produc hidrogen sulfurat și nu sunt negative Pentru a le izola, au fost dezvoltate medii speciale de îmbogățire (medii selenite, medii Muller, Kaufman), care cresc frecvența constatărilor pozitive Agar bismut sulfit, SS-arap, este utilizat pentru inoculare A-, B-, C-, D-, E-bacteriofag polivalent produs industrial, care poate fi folosit ca test de confirmare în diagnosticul salmonelozei • Genul Serratia (S entomophila, S ficaria, S fonticola, S grimesii, S liquefaciens, S marcescens, S marcescens biovar , S odorifera biogrup , S odorifera biogrup , S plymuthica, S proteamaculans, S rubidaed) Cea mai caracteristică trăsătură a bacteriilor din genul Serratia este capacitatea de a forma un pigment roșu caracteristic - prodigozina Cu toate acestea, prezența pigmentului nu este observată la toți reprezentanții acestui gen Producția de pigment este determinată în mare măsură de condițiile de cultivare De aceea, în studiul materialului clinic și al obiectelor mediului extern, se găsesc adesea serrapia fără pigment, a cărei identificare este asociată cu dificultăți semnificative Cele mai semnificative specii pentru microbiologia medicală sunt S marcescens și S liquefaciens Sunt descrise cazuri de sepsis cauzate de S odorifera biogrupa S marcescens poate provoca infecții ale tractului urinar și respirator, bacteriemie, conjunctivită, endocardită, infecție a plăgii Virulența dinturilor se datorează prezenței plasmidelor care codifică factori de patogenitate (citotoxine, hemolizine), precum și determinând rezistența la medicamentele antimicrobiene S liquefaciens este cea mai frecventă cauză de bacteriemie și complicații purulent-septice în centrele de hemodializă • R e Shigella (S dysenteriae, S flexneri S boydii, S sonneî) Bacteriile din acest gen sunt greu de distins de Escherichia anaerogenă imobilă, respingătoare la lactoză Pentru o identificare fiabilă, este necesar să se efectueze tipări serologice pentru antigenele O din RHA pe sticlă Toți reprezentanții genului Shigella se caracterizează printr-o frecvență ridicată a rezistenței la medicamentele antibacteriene Identificarea Shigella include tiparea biochimică și serologică Shigella sunt agenții cauzatori ai infecțiilor intestinale acute la om, precum și a dizenteriei bacilare O trăsătură caracteristică a dizenteriei este diareea cu sânge, dar în % din cazuri, Shigella provoacă diaree acută fără sânge, care este imposibil de distins clinic de diareea cauzată de alte enterobacterii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Cursul sever, prelungit al bolii și cazuri fatale sunt observate în dizenteria cauzată de S dysenteriae (dizenteria Grigoriev-Shiga) și dizenteria Flexner • Genul Tatumella (T ptyseos) Enterobacteriaceae rare La om, se găsește cel mai adesea în spută Semnificația clinică trebuie clarificată • Genul Yersinia (W enterocolitica, W frederiksenii, W intermedia, W krist&nsenii, W moUaretii, Y pestis, Y pseudotuberadods, W rohdei, W ruckerî) Următoarele tipuri sunt de importanță medicală: • U pestis - agentul cauzator al ciumei (aparține grupului de pericol, diagnosticarea în laboratoarele convenționale nu este efectuată); • U pseudotuberculosis - agentul cauzal al pseudotuberculozei (Scarlatină din Orientul Îndepărtat sau yersinioza extraintestinală conform ICD- ); • U enterocolitica - se împarte în funcție de proprietățile biochimice în biovaruri, dintre care biovarul ІA este considerat nepatogen, biovarurile B- provoacă yersinioză intestinală (enterita cauzată de U enterocolitica, conform ICD- ) Yersinia biovar IA scindează salicina în de ore, posedă pirazinamidază (test PIR pozitiv) Testul de hidroliză a esculinei este variabil, întotdeauna negativ la tulpinile patogene Conform antigenului O, Yersinia este împărțită în de serovari Bolile sunt cauzate de serovarele OZ și , rar și unele altele Pentru izolarea U enterocolinca se produc un număr de medii elective, se utilizează îmbogățirea la rece - culturile sunt incubate la frigider în apă peptonă tamponată sau mediu peptonă-potasiu Semănatul se efectuează în a -a- -a, a -a și a -a zi Materialul nativ sau mediul de îmbogățire poate fi supus suplimentar tratamentului alcalin: se adaugă buclă de mediu de îmbogățire cu diametrul de - mm la , ml soluție de hidroxid de potasiu proaspăt preparată ( , ml soluție de clorură de sodiu , % + , ml soluție de hidroxid de potasiu %) timp de - minute, apoi însămânțarea se efectuează pe un mediu nutritiv dens (mediu Endo sau mediu electiv special pentru Yersinia) • Genul Yokenella (U regensburgei, sinonim: Koserella trabulsii) Un gen rar din familia hnterobactenaceelor U regensburgei a fost izolat din intestine de insecte, apă, sânge, urină, fecale și lichid articular uman Proprietățile biochimice sunt aproape identice cu bacteriile din genul Hafnia DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII ENTEROBACTERIILOR LA MEDICAMENTE ANTIMICROBIENE Etapa finală a studiului de laborator este de a determina sensibilitatea bacteriilor izolate și identificate la medicamentele antimicrobiene Deși Enterobacteriile sunt în general sensibile la multe antimicrobiene, unele genuri (Enterobacter, Proteus, Klebsiella, E coli) sunt rezistente în mod natural la o serie de antibiotice Ș-lactamice, care este asociată cu producerea de Ș-lactamaze codificate cromozomial Rezistența combinată la medicamentele antimicrobiene din diferite grupuri se găsește adesea în enterobacterii patogene și oportuniste Infecțiile nosocomiale sunt cauzate mai des de tulpini multirezistente ale diferitelor enterobacterii Apariția și răspândirea mecanismelor de rezistență dobândită determină necesitatea testării agenților patogeni izolați pentru un set de medicamente antimicrobiene Alegerea medicamentelor specifice pentru tratamentul unui pacient depinde nu numai de tipul de microorganism izolat, ci și de localizarea procesului infecțios În tabel - prezintă o listă de medicamente pentru testarea tulpinilor de enterobacterii izolate din infecţii de diferite localizări MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Tabelul - Lista recomandată de medicamente antibacteriene pentru determinarea sensibilității bacteriilor din familia Enterobacteriaceae Medicamente de primă linie Medicamente suplimentare Enterobacteriile izolate din infecții extraintestinale Ampicilină Peniciline protectoare cu inhibitori (ampicilină + sulbactam sau amoxicilină + acid clavulanic) Cefaposporime de a treia generație (cefotaximă sau ceftriaxonă) generații (ceftriaxonă sau cefotaximă) Cefoxitin Amikacin Cefuroximă Cefalosporine orale II-III Enterobacteriile izolate din infecțiile intestinale Ampicilină Co-trimoxazol Chinolone (acid nalidixic) Fluorochinolone (norfloxacină, ciprofloxacină sau ofloxacină) Cefalosporine de a treia generație (cefotaximă sau ceftriaxonă) Cloramfenicol Tetracicline (tetraciclină sau doxiciclină) Enterobacteriile izolate din infecțiile tractului urinar dobândite în comunitate Ampicilină Peniciline protectoare cu inhibitori (amoxicilină + acid clavulanic) Co-trimoxazol Fluorochinolone (norfloxacină, ciprofloxacină sau ofloxacină) Fosfomicină Nitrofurantoic Cefuroximă III cefalosporine (cefotaximă sau ceftriaxonă) Gentamicină Amikacină Necesitatea unei astfel de separări este asociată cu particularitățile farmacocineticii medicamentelor antimicrobiene individuale în tractul gastrointestinal și tractul urinar, precum și cu diferențele în eficacitatea lor clinică Două tipuri de enterobacterii (E coli și K pneumopiae) se numără printre cele șapte tipuri de microorganisme acceptate ca indicatori ai dezvoltării rezistenței antimicrobiene în Sistemul european de supraveghere și control al rezistenței la antimicrobiene (EARSS) În prezent, tulpinile de E coli și K pneutopiae produc adesea β-lactamaze cu spectru extins, care oferă acestor tulpini rezistență ridicată la cefalosporine din generația II-IV Rezistența combinată a unor astfel de tulpini la fluorochinolone creează dificultăți serioase în alegerea unei terapii etiotrope eficiente LISTA LITERATURII RECOMANDATE Johnson D R , Kaplan E Diagnosticul de laborator al infecţiilor cauzate de streptococ grupa A - M : Medicine, - p Dolgikh T I Scurtă descriere a agenților patogeni pentru chlamydia // Yakovlev V M , Novikov A I Endoteliul vascular și infecția cu chlamydia - M : Medicină, - S - Standarde europene pentru diagnosticarea și tratamentul bolilor cu transmitere sexuală - M : Medlit, - p Dar runa A B Infecția cu Helicobacter pylori - Sankt Petersburg: Phoenix, - p Metode de cercetare clinică de laborator: Manual de referință: V / Ed În V Menshikov - M : Labora, - p Ghid MUK - "Diagnosticul de laborator al infecției meningococice și al meningitei bacteriene purulente" Aprobat de medicul-șef sanitar de stat al Federației Ruse la martie Microbiologie PRIVAT MUK - - Biotipurile g şi g Test sau substrat "g i a J, s t *B E e £ a ІА ІВ II III IV V Hidroliza ureei - + + - + + - + l ±L [+ și - în [-] în Formarea indolului - - + + în - - - - - în - - Mobilitate ( - °С) - + + + + + - - + - - în - + - - ( °С) - - - - - - - - - - - - - - - - Reacția Voges- ( - ° С) - - + - - - - + - - - + - - - Proskauer ( °С) - - - - - - - - - - - - - - - - Fenilalanin deaminaza - - - - - - - - - - - - - - - - Ornitin decarboxilază - + + - + - în - + + - în s [+] J+L Lizin decarboxilază - - - - - - - - - - - B - - - Lipaza (între- ) - - - + - - - - în B - C - - - - Citrat Simmons ( - - - - - - - - - în - - + + - - - Hidroliza esculinei ( h) în + (+ - - - - - [+] + - - - - - [- Formarea acidului în timpul fermentației carbohidraților -xiloză ++ + - - - - B - - [+ - în B - Maltoză + + - + + + - + + + + - - - în - O-manitol + + + - - - - - + + - - + - + - Melibioza [- in - - - - - - - s - - B - L-ramnoză în - - - - - - - - - - - - - - Rafinose - - - - - - - - B în - - - în - - Salicină ( h) în [- - - - - - - + s - - - [-] Zaharoza - + + + + + în - - - LJ + - - D-sorbitol în - - + - - - - + - - in în - - - Trehaloză + + + +• + - - + - - [+! - + - Notă: "+"► - reacție pozitivă în % din tulpini și mai mult; "[+]" - reacție pozitivă la - % dintre tulpini; "B> - reacție pozitivă în - % din tulpini; h[-]" - o reacție pozitivă în - % dintre tulpini; "-" - reacție negativă în % dintre tulpini și mai mult MICROBIOLOGIE PRIVATĂ S (neted), R (dur) și SR (tranzițional) De exemplu, U pseudotuberculosis la temperaturi scăzute crește în forma S, dar acumularea culturii este lentă, iar la temperaturi ridicate (mai mult de 'C) se disociază activ în forma R; la culturi se observă polimorfismul coloniilor ca mărime, formă și culoare U pseudotuberculosis și unii reprezentanți ai U enterocolitica sunt foarte asemănătoare, manifestându-se prin invazivitatea lor, capacitatea de reproducere intracelulară, care se corelează cu generalizarea procesului infecțios Majoritatea tulpinilor de U enterocolitica izolate de la pacienți se caracterizează prin aderență, colonizare pe suprafața epiteliului intestinal și enterotoxigenitate cu formarea unor cantități mari de enterotoxină termostabilă U pseudotuberculosis patogen și U enterocolitica au o gamă largă de factori de patogenitate determinați de genele cromozomiale și plasmide Capacitatea U pseudotuberculosis de a adera și de a invada celulele epiteliale intestinale depinde de expresia genei cromozomiale jV care codifică proteina membranei exterioare de invazie cu o greutate moleculară de kDa Diseminarea sistemică a microbilor în organismul gazdă este asociată cu funcționarea sistemului de absorbție a ionilor de fier, numit yersiniabactin Segmentul de cromozom care conține genele Yersiniabactin se numește Insula cu patogenitate ridicată (HPI) S-a stabilit că HPI conțin tulpini care circulă în Europa Australia, America de Nord Ei de regulă, provoacă manifestări gastrointestinale ale infecției cu pseudotuberculoză S-a demonstrat că Y pseudotuberculosis sintetizează un superantigen (Yersinia Pseudotuberculosis-derrived Mitngen, YPM), care este responsabil pentru activarea policlonală a limfocitelor T și pentru producerea de citokine proinflamatorii Aproximativ % dintre tulpinile izolate de la pacienții din Orientul Îndepărtat, Japonia și Coreea conțin un superantigen care provoacă leziuni sistemice organelor și țesătorilor U enterocolitica patogen au proteine ale membranei exterioare (OMP) care le conferă proprietăți adezive și invazive Una dintre ele, invaziile, are o masă moleculară de kDa și este codificată de gena cromozomială shv O altă genă cromozomială codifică proteina de aderență și invazie Aii cu o greutate moleculară de kDa Genele HPI nu au fost detectate în biotipul IA de U enterocolitica nepatogen și tulpinile cu patogenitate scăzută ale biotipurilor - , cu toate acestea, ele sunt detectate în toate tulpinile foarte patogene ale biotipului B Unterotoxigenitatea U enterocolitica biotipurilor B și - este asociată cu expresia genei cromozomiale ysfA La reprezentanții nepatogeni ai biotipului ІА a fost găsită gena u$HB Plasmida de virulență Yersinia pYV - MDa este deținută de tulpinile de U pseudotuberculosis și U enterocolitica Plasmida de virulență codifică proteina membranei exterioare Yad A, care este principala adezină a Yersinia, precum și proteinele membranei exterioare Yop și aparatul lor de secreție de tip III Ysc (secreția Yop), care sunt un complex de factori implicați în neutralizarea sistemului imunitar răspunsul macroorganismului Aparatul de secreție Ysc de tip III include cel puțin de proteine și permite Yersinia să introducă proteinele sintetizate în citoplasma celulei țintă prin contact strâns, fără a pătrunde în nes, O plasmidă cu o greutate moleculară de MDa a fost găsită numai în U pseudotubercul sjerotip S-a demonstrat că tulpinile cu plasmida pVM MDa provoacă o evoluție mai severă a pseudotuberculozei MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECŢIILOR Y ENTEROCOLITICA si Y PSEUDOTUBERCULOZA U enterocolitica provoacă gastroenterite, ileite, enterocolite, pseudoapendicite Tulburările tractului digestiv sunt însoțite de diaree, dureri abdominale și febră Uneori, această infecție dezvoltă eritem nodos și artrită acută ORA microbiologie Pseudotuberculoza se inregistreaza in cazuri sporadice Se manifesta prin adenita mezenterica si sindrom asemanator apendicitei Polimorfismul și nespecificitatea tabloului clinic al ambelor yersinioze necesită diferențierea lor dintr-o gamă largă de boli infecțioase, parazitare și neinfecțioase, inclusiv scarlatina, rujeola, rubeola, infecția cu enterovirus, leptospiroza, hepatita virală, trichineloza, febra tifoidă , infecții intestinale acute de diverse etiologii (salmoneloză, campilobacterioză, shigeloză), mononucleoză infecțioasă, bruceloză, tularemie, febră hemoragică, apendicită acută Uneori, yersinioza trebuie diferențiată de infecția meningococică, gripă, tifos, reumatism, vasculită hemoragică Adesea, dacă se suspectează yersinioza, este necesar să se excludă prezența limfosarcomului, a tumorilor de colon și a tuberculozei extrapulmonare la pacienți DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul final al yersiniozei se face pe baza rezultatelor studiilor de laborator - izolarea pe medii nutritive și identificarea agentului cauzal, detectarea antigenelor în materialul clinic, precum și genomul U pseudotuberculosis și U enterocolitica, antigene, detectarea seroconversiei la pacienți Izolarea și identificarea Y pseudotuberculosis și Y enterocolitica Una dintre cele mai importante condiții pentru un examen bacteriologic calitativ este colectarea corectă a materialului și pregătirea acestuia pentru examinare Regulile de preluare și hrănire a materialului de testat sunt prezentate în tabel - Tabelul - Materiale de cercetare și pregătirea acestora Tipul materialului de testat Cantitate, calendar Reguli de prelevare, pregătire pentru examinare prin metoda bacteriologică și metoda ELISA Reguli de prelevare, pregătire pentru PCR material de la pacienti Fecale , - , g pe întreaga perioadă a bolii Sticla sterilă din vas sau tampon cu sondă din rect Se plasează în ml de mediu de acumulare (PC) Într-un recipient steril de unică folosință cu ml de soluție salină tamponată , % (PBS) - pH , - , , cu o lingură atașată la recipient Urina - ml dintr-o portie medie de urina de dimineata in primele zile de boala Inoculati sedimentul dupa centrifugare sau decantare Pentru ELISA, granula este examinată nativ, apoi plasată în ml de mediu de acumulare Într-un recipient steril de unică folosință Flushing din faringe În primele zile de boală Pe stomacul gol din spatele faringelui și rădăcina limbii cu un tampon-sondă înmuiat în soluție de clorură de sodiu , % Sonda-ampon este plasat în ml de mediu de acumulare Sonda-ampon este plasat într-un tub steril de unică folosință cu ml de PBS Sânge - ml în primele zile de boală Steril din vena cubitală; se zdrobește cheagul, se pune ml de sânge în ml de mediu de acumulare Într-o eprubetă sterilă de unică folosință Material operațional sau secțional Apendice vermiform - g Se zdrobește steril, se pune ml suspensie în ml mediu de acumulare Într-un tub steril de unică folosință cu ml PBS MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Tipul materialului de studiat Cantitatea, calendarul Reguli de prelevare, pregătire pentru examinare prin metoda bacteriologică și metoda ELISA Reguli de prelevare, pregătire pentru PCR Ganglioni limfatici mezenterici, membrana sinovială și alte organe și țesuturi - g Se zdrobește steril, se pune ml suspensie în ml mediu de acumulare Într-un tub steril de unică folosință cu ml PBS Lichid sinovial - ml Steril din capsula articulară, ml se pune în ml de mediu de acumulare Într-un tub steril de unică folosință cu , ml de PBS Bilă - ml Se colectează într-o eprubetă sterilă , - , ml plasat în ml mediu de acumulare Conținut intestinal , - , g Colectat într-un tub steril , - , ml, plasat în ml mediu de acumulare Într-un tub steril de unică folosință cu ml PBS Cheag de sânge - , ML Steril zdrobit Se pune ml în ml de mediu de acumulare Într-un tub steril de unică folosință cu ml de PBS Rata de însămânțare a Yersinia este cea mai mare în primele - zile de boală și înainte de numirea medicamentelor antibacteriene Schema de studiu bacteriologic include îmbogățirea materialului de testat la temperatură scăzută, utilizarea mediilor de diagnostic diferențial pentru izolarea și identificarea culturilor, determinarea biotipului, serotipului și patogenității acestora În ciuda eficienței scăzute, inocularea directă a materialului nativ pe medii nutritive dense este de obicei efectuată în cazul suspiciunii de infecție cu Yersinia a produselor alimentare sau în cazul bolilor de grup cauzate de utilizarea produselor infectate În acest scop, se recomandă utilizarea unui mediu de diagnostic diferenţial pentru izolarea Yersinia cu albastru de bromtimol (SBTS) În timpul îmbogățirii la rece, materialul de testat într-un mediu peptonă-potasiu (PC) se pune la frigider și se păstrează în acesta până la prima inoculare pozitivă, dar nu mai mult de zile Semănatul pe mediu nutritiv dens se efectuează din mediul PC în zilele - , - și a -a Se efectuează cu o buclă din treimea superioară a stratului mediu (dar nu de la suprafață) Nu agitați conținutul tuburilor înainte de inoculare Când se utilizează mediul Endo sau se examinează probe puternic contaminate cu microfloră străină, se efectuează un tratament alcalin (la , ml de material de testat se adaugă , ml soluție de hidroxid de potasiu , % proaspăt preparată în soluție de clorură de sodiu , %, se amestecă, se păstrează pt - , min și semănat pe un mediu nutritiv dens) Metoda de tratament alcalin se bazează pe rezistența relativă a Yersinia la alcali în comparație cu alte microorganisme Pentru izolarea primară și cultivarea Yersinia, se folosește cel mai adesea un mediu special de diagnostic diferențial pentru Yersinia (SBTS), precum și agar Hotginger, Endo, Olkenitsky, cefsuloidin-irgazan-novobiocyi Culturile de pe aceste medii se incubează la o temperatură de + CC și se inspectează zilnic (din a doua zi), înregistrându-se apariția coloniilor care sunt suspecte la aspect (Tabelele - ) Apartenența de specii a culturilor izolate se stabilește pe baza unui complex de proprietăți tipice morfologice, culturale, biochimice și antigenice Pentru selecția preliminară, se folosește un semn biochimic stabil - prezența ureazei Un test de urază pozitiv face posibilă distingerea între Yersinia și alte tipuri de bacterii intestinale patogene - Shigella, Salmonella, Escherichia Screening-ul coloniilor suspecte se efectuează pe o coloană teșită de mediu Olkenitsky cu o lovitură și o înțepătură în coloană Tabelul - Caracterizarea coloniilor de Yersinia pe medii nutritive dense Vizualizați mediul lui Hopinger Endo mediu SBTS Trace Olkenitsky Note h h h h h h La pseudotuberculoză Colonii cu diametrul de , - , mm, alb-albăstrui, translucide, cu margini netede, mucoase, cu centrul ușor ridicat (văzute la microscop, arată ca niște piramide sau cu fețele convergente spre centru) Colonii cu un diametru de , - , mm, transparent, cu marginea netedă Într-o populație polimorfă, unele dintre colonii sunt denivelate, cu margini denivelate neuniforme , rotund, poate avea o culoare usor gălbuie Colonii cu diametrul de - mm, verzi-albăstrui, cu margini festonate, convexe, cu centrul înălțat și suprafața mată uscată pe fundal albastru al mediului Zmeură Zmeură Pe SBTS după h, coloniile de E coli sunt galbene strălucitoare, - mm, suculente, convexe; St), flexneri - galben, - mm diametru, suculent, plat Y enterocolitica Colonii cu diametrul de , - , până la , mm, rotunde, convexe, cu marginea netedă, translucide, cu o consistență moale de miere albăstruie agaric Colonii cu diametrul de , - , mm, mai convexe, cu marginile netede , transparent La fel Aceeași, dar cu agaric miere roz Colonii - mm în diametru, verde albăstrui, convexe, uscate, cu un strat mat Crimson, ușor gălbui în partea de jos a coloanei Crimson MICROBIOLOGIE PRIVATĂ MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Izolarea antigenelor patogeni Metodele care vizează identificarea antigenelor Yersinia sunt cele mai promițătoare pentru diagnosticarea precoce a infecțiilor lor Principalele lor avantaje sunt viteza de obținere a rezultatelor, posibilitatea de a detecta antigenele microbilor morți, ceea ce este deosebit de important atunci când se examinează pacienții care au urmat terapie cu antibiotice Materialul pentru studiu, calendarul și regulile de luare a acestuia sunt prezentate în tabel - Studiul probelor se efectuează în prima zi de la primirea lor și apoi în a -a- zi după creșterea la o temperatură de °C în mediu PC Imediat înainte de studiu, materialul este inactivat timp de de minute la ± 'C, centrifugat la rpm timp de minute, iar supernatantul este luat pentru examinare Pentru a detecta antigenele Yersinia în diferite substraturi, sunt utilizate reacția de co-aglutinare (RKoA) și imunotestul enzimatic (ELISA) RKoA Reacția este concepută pentru a detecta antigenele microbiene din materialul prelevat de la pacienți în timpul primei săptămâni de boală, precum și antigenele înrudite din compoziția complexelor imune Testul se bazează pe capacitatea proteinei A Staphylococcus aureus de a se lega de fragmentul Fc al IgG De aceea, în astfel de diagnostice de anticorpi, fragmentele Fab libere, orientate spre exterior ale imunoglobulinelor sunt combinate cu antigene Yersinia specifice Reacția este luată în considerare vizual ELISA Principiul testului se bazează pe formarea unui complex "antigen-anticorp;", detectat folosind un al doilea anticorp marcat cu peroxidază de hrean (conjugat) Există teste imunosorbente legate de enzime comerciale pentru detectarea antigenelor Yersinia pseudotuberculosis pe baza anticorpilor la oligopeptide sintetice - fragmente de invazină (proteina membranei exterioare) de Y pseudotuberculosis, care este responsabilă pentru aderența și invazia agentului patogen în stadiile inițiale ale proces infecțios RGA Reacția se efectuează pe sticlă cu culturi proaspăt izolate de bacterii crescute pe mediu Hottinger la o temperatură de ± și ± °C ( - ore la fiecare regim de temperatură) Pentru identificarea expresă a tulpinilor pYV+, se utilizează ser la yersinia virulentă (SVI), iar pentru serotipizare, seruri de diagnostic la serotipurile U enterocolitica : , : , : , ; : , ; : , : , ; : , ; : , ; : , ; : , : , : , și serotipurile I și III ale U pseudotuberculosis Diagnosticul genetic molecular Vă permite să detectați Yersinia în probele testate pe baza detectării anumitor părți ale genomului acestor bacterii PCR a găsit cea mai mare aplicație La diagnosticarea pseudotuberculozei și a yersiniozei intestinale, PCR face posibilă identificarea unor regiuni specifice ale genelor localizate pe plasmida de virulență Yersinia pYV sau pe cromozomul care codifică o serie de factori de patogenitate Principala dificultate a PCR este că, în studiul materialului clinic, reacția poate fi inhibată de către produșii biologici de degradare a țesuturilor, enzime, polizaharide și alte componente ale probei de testat De aceea, înainte de a stabili reacția, este necesar să se pregătească probe pentru cercetare folosind metodele descrise mai jos Sânge µl de sânge nativ sunt amestecați cu µl de tampon de liză ( mM Tris-HCI, pH = , , , % Tween- , µg/ml proteinază K) și incubați timp de oră la °C, apoi proteinaza K este inactivată prin încălzire la CC timp de min, amestecul este centrifugat timp de min la rpm Pentru analiza în PCR, - pl de supernatant sunt suficiente Urină - ml de urină se centrifug timp de minute la rpm Se adaugă µl de apă distilată sterilă în sediment și se încălzește pentru MICROBIOLOGIE PRIVATĂ min până la °C Se centrifuge la rpm Pentru cercetarea în PCR se iau - μl de supernatant Fecale Prepararea sekaliei se bazează pe un tratament alcalin, în care cea mai mare parte a microflorei străine moare și este îndepărtată ca supernatant în timpul centrifugării, în timp ce Yersinia, relativ rezistentă la alcali, supraviețuiește, ceea ce reduce concentrația de inhibitori din probă: • materialul de testat este suspendat în PBS în raport de : și centrifugat la - rpm timp de , - minute pentru a precipita particule grosiere sau stă - ore la temperatura camerei; • , - , ml din faza superioară se transferă în godeul unei plăci de polistiren pentru reacții serologice și se amestecă cu același volum de soluție de hidroxid de potasiu , %; • după - de secunde de expunere, materialul se seamănă pe SBTS și imediat se adaugă , - , ml bulion Hotginger în godeurile tabletei pentru a opri acțiunea alcaline ca agent selectiv; • materialul din godeu este transferat într-un tub tip Eppendorf și centrifugat în microcentrifugă la - rpm timp de - minute; • se îndepărtează supernatantul, precipitatul se spală de două ori cu apă distilată; • se adaugă µl de apă deionizată la precipitat, se încălzește până la °С timp de min, se centrifughează la rpm timp de min Pentru PCR utilizați - µl de supernatant Pentru a izola ADN-ul din materialul chirurgical sau secțional, se utilizează kitul de reactiv ADN-sorb-V fabricat de Institutul Central de Cercetare Epidemiologie din Rospotrebnadzor PCR face posibilă obținerea unui rezultat semnal în prima zi a studiului, în timp ce cea mai scurtă perioadă de izolare bacteriologică a culturii și identificarea Yersinia este de - zile Analiza PCR poate fi utilizată într-o variantă în etape a examenului bacteriologic (Fig - ) Rezultatele PCR dublu negative permit oprirea cercetărilor bacteriologice ulterioare Diagnosticul serologic Anticorpii împotriva agenților patogeni ai pseudotuberculozei și ai enterocolitei yersiniozei apar în sânge încă din prima săptămână de boală, iar o creștere semnificativă a concentrației acestora până la nivelurile de diagnostic are loc la începutul celei de-a treia săptămâni a bolii Acești termeni reglementează studiul obligatoriu al serurilor de sânge pereche O creștere de ori sau mai mare a titrului de anticorpi în studiul probelor de ser pereche este considerată de încredere După luni, concentrația de anticorpi începe să scadă, iar după luni aceștia sunt prezenți în sângele pacienților în cantități minime Cea mai pronunțată dinamică a formării anticorpilor este observată la pacienții cu boală moderată În cazurile ușoare, în special în forma gastroenterică, dinamica anginei este slab exprimată, acestea încep să fie înregistrate în titruri de diagnostic de la sfârșitul săptămânii a -a de boală Sângele pentru studii serologice se ia pe stomacul gol, cu respectarea regulilor de asepsie Plasma sanguină se obține prin metode convenționale Este de dorit să testați serurile pereche simultan, astfel încât primul ser trebuie împărțit în mai multe volume și congelat înainte de fixare Serul poate fi congelat și decongelat o dată, deoarece anticorpii sunt distruși atunci când sunt decongelați din nou Diagnosticul serologic al yersiniozei se realizează în RIGA, ELISA și imunoblot MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Orez - PCR cu o variantă în etape a cercetării bacteriologice RIGA Cea mai frecvent utilizată metodă de laborator pentru diagnosticul serologic al yersiniozzv Pentru test, sunt utilizate diagnostice de eritrocite liofilizate, în special pseudotuberculoza - pentru a detecta anticorpi la Y, pseudotubercufoza serotip și yersinioza enterică - pentru a detecta anticorpi la U enterocolitica serotipurile : și : (fabricat de St Petersburg Research) Instituți vaccinuri și seruri și o întreprindere pentru producția de preparate bacteriene") Aceste diagnostice sunt eritrocite de berbec formalizate sensibilizate cu antigene polizaharide specifice Yersinia Aglutinarea eritrocitelor are loc ca urmare a interacțiunii dintre anticorpii specifici serului studiat și antigenele imobilizate pe suprafața eritrocitelor Diagnosticums sunt produse complet cu eritrocite de oaie nesensibilizate pentru a evalua specificitatea reacțiilor cu serurile studiate și serurile specifice de iepure pentru controlul activității diagnosticums Setarea RIGA se realizează prin macro și micrometode Pentru a efectua reacția prin metoda macro, se folosesc plăci de polistiren cu godeuri cu o capacitate de ml Microplăcile de unică folosință cu godeuri în formă de U sunt convenabile pentru setarea RIGA prin micrometodă Înainte de stadializare, serurile de testat sunt încălzite la o temperatură de ° C timp de de minute pentru a elimina hemaglutininele nespecifice ELISA Pentru ELISA, sistemele de testare sunt utilizate pentru a detecta IgA, IgM și IgG la BNM de Yersinia, codificate de plasmida de virulență pYV și responsabile de manifestarea proprietăților patogene ale Yersinia Sensibilitatea ridicată și specificitatea metodei sunt obținute datorită utilizării plăcilor de polistiren adsorbite în godeuri ca antigene MICROBIOLOGIE PRIVATĂ combinații de BNM Yersinia recombinant (YopD, YopH, YopE, YopM) Sistemele de testare sunt seturi multicomponente de reactivi pentru stadierea ELISA indirectă pe un purtător în fază solidă Imunoblotting Vă permite să detectați anticorpi din clasele A și G la antigenele individuale ale Y enterocolitica prin ELISA pe membranele de nitroceluloză Yersinia BNM (YopM, YopH, YopD, YopN, YopP, YopE, LcrV) specifice tulpinilor virulente sunt utilizate ca antigene BNM purificate sunt separate după greutatea moleculară prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă și transferate pe membrana de nitroceluloză a benzilor de testare sub formă de benzi separate La setarea ELISA, benzile sunt incubate cu o probă de ser sau plasmă diluată a pacientului Dacă proba este pozitivă, anticorpii specifici se vor lega de antigene Pentru a vizualiza complexul antigen-anticorp, se incubează cu un conjugat enzimatic - în prezența anticorpilor, pe membrană sunt vizibile benzi de intensitate diferită Metoda are o specificitate ridicată și este utilizată pentru a diagnostica formele cronice de yersinioză bacterii hemofile TAXONOMIA Genul Haemophilus aparține familiei Pasteurellaceae de y-proteobacterii Include cel puțin specii, dintre care pot fi izolate de corpul uman Următoarele tipuri de bacterii hemofile au semnificație epidemiologică: - H Gripa - afectează copiii, provocând meningită purulentă, otită și sinuzită acută, pneumonie, bronșită cronică, conjunctivită purulentă, endocardită, sepsis; - N ducreyi - agentul cauzal al șancrului moale; - N parainfluenzae - exacerbează cursul bronșitei cronice, se eliberează în endocardita infecțioasă subacută; - H aphrophilus - rareori izolat din abcese, sânge, lichid pleural și LCR Apare în materialul din cavitatea bucală, căile respiratorii superioare; - I segnis - întâlnit în infecţiile plăgilor, poate fi izolat din sânge şi lichid pleural; Această secțiune este dedicată tipuri de bacterii hemofile - H ducreyi și H Gripa, ale căror infecții sunt de cea mai mare semnificație clinică pentru oameni H influenzae CARACTERISTICI GENERALE H influenzae este un cocobacil gram-negativ, anaerob facultativ, imobil, care nu formează spori, măsoară , - , x - , microni Este predispus la polimorfism și se poate transforma în forme alungite (filamentoase) Unele tulpini (după diferiți autori - de la la %) formează o capsulă După antigenul capsular se disting serotipuri (a, b, c, d, e, f) Ele sunt identificate în RGA Destul de des există izolate care nu sunt tastate în acest test H influenzae este capabil să crească într-un interval semnificativ de temperatură - de la la °C, temperatura optimă de cultivare este de °C Pentru reproducere, este nevoie de prezența heminei (factor X) și adenindinuocleotidei de nicotinamidă (factor V) în mediul nutritiv MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Nu fermentează zaharurile, cu excepția glucozei: o descompune în acizi succinic, lactic și acetic EPIDEMIOLOGIE H, gripa este omniprezentă, iar în unele țări această infecție este endemică În cele mai multe cazuri, rinofaringele servește drept poartă de infecție și loc de persistență a bacteriilor în corpul uman Agentul patogen este transmis pe calea aerului și pe căile de contact Cel mai periculos este serotipul b (Hib), care poate provoca sepsis, meningită, pneumonie și epiglotita la copii Acest serotip ocupă locul trei (după N meningiv-dis și Str pneumoniae) în structura factorilor etiologici ai meningitei purulente În acest sens, vaccinarea împotriva infecției cu Hib a fost dezvoltată și inclusă în calendarul național de vaccinare Cei mai predispuși la infecția cu Hib sunt copiii cu vârsta cuprinsă între luni și ani, la care forma generalizată de infecție este însoțită de mortalitate ridicată (în perioada prevaccinare a fost de %, conform OMS) Forme severe de infecție cu Hib se întâlnesc și la adulți (la noi, incidența populației adulte este de - ori mai mică decât cea a copiilor), deși adulții sunt mai des purtători de H influenzae H influenzae biovar aegypticus provoacă conjunctivită purulentă și sindromul febrei purpurice braziliane MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Natura manifestărilor clinice depinde de localizarea infecției Epiglotita acută debutează la copii în mod acut și brusc O trăsătură caracteristică este o epiglotă mărită, hiperemică și edematoasă Boala este severă și se termină adesea cu moartea din cauza asfixiei progresive (copiii mor dacă nu reușesc să efectueze o traheostomie în timp util) Meningita se dezvoltă ca urmare a diseminării infecției prin sistemul limfatic cu transport asimptomatic Copiii recuperați au adesea tulburări neurologice persistente (retard mintal, hidrocefalie, orbire) Răspândirea infecției prin tractul respirator și organele ORL duce la dezvoltarea otitei și sinuzitei acute, pneumoniei și bronșitei cronice Conjunctivita purulentă la copii este severă și se manifestă prin tulburări sistemice (febră, limfadenopatii, nevralgii, insomnie) La conjunctivită ușoară (sindromul ochiului roz) apar ușoare scurgeri seroase, care în cele din urmă devin seros-purulente În conjunctivita severă, se remarcă iritația oculară severă, lacrimarea, edemul pleoapelor cu secreții mucopurulente sau fibrinos-purulente, fotofobia Sindromul febrei purpurice braziliane este o septicemia severă care seamănă clinic cu meningococcemia Caracterizat prin leziuni sistemice datorate intoxicației și o erupție cutanată (fără peteșii) Letalitatea ajunge la % DIAGNOSTIC DE LABORATOR Pentru a pune un diagnostic final, laboratorului i se trimite material corespunzător formei clinice a infecției - LCR, sânge, lichid pleural, SF, lichid pericardic, scurgeri din sinusurile maxilare și alte sinusuri, spută, puroi din abcese, răzuire de la fund de ulcere cu șancru moale Analiza bacteriologică ar trebui să includă bacterioscopia frotiurilor de probe, inocularea acestora pe medii nutritive, determinarea sensibilității izolatelor izolate de H influenzae la medicamentele antibacteriene Recent, metodele rapide de detectare a antigenelor H influenza și PCR au fost din ce în ce mai folosite pentru a diagnostica infecția MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Materialul clinic este livrat laboratorului în medii de transport Pentru transportul mucusului nazofaringian este potrivită apă peptonă % (pH - , + , ) cu lincomicină ( mg / ml) Sonda tampon cu mucus este scufundată în mediu, eprubeta este închisă cu un dop și livrată la laborator, unde tamponul este strâns de pereții eprubetei și inoculat pe o placă de agar seric Bacterioscopie În preparatele unei picături groase de LCR sau sânge, după colorarea cu o soluție de apă-alcool de albastru de metilen, sunt detectate bacterii polimorfe mici (cocoide, ovale sau filamentoase), situate în leucocite sau în formă liberă și formând lanțuri de diferite lungimi Frotiurile de spută colorate cu Gram dezvăluie bacterii Gram-negative polimorfe în interiorul neutrofilelor polimorfonucleare sau în exteriorul celulelor Pentru a ține seama de rezultate, este necesar să se clarifice dacă materialul de testat este de fapt spută și nu saliva sau scurgeri nazofaringiene (macrofagele alveolare ar trebui să fie prezente în spută în cantități mari) Izolarea excitatorului Inoculările materialului de testat sunt incubate timp de de ore la o temperatură de °C și umiditate ridicată într-o atmosferă care conține - % dioxid de carbon Pe agar-ciocolată, I influenzae formează colonii mici de culoare gri, slim, strălucitoare, cu un diametru de , - , mm Mirosul caracteristic al indolului (șoarecelui) este adesea determinat Coloniile de forme R ale I influenzae sunt foarte mici, alb-cenușii, granulare, cu margini zimțate Pe agar semi-lichid nutrient ( , % ser), nu există semne de creștere a bastonașelor hemofile, deși acestea pot persista pe acest mediu până la de ore Pe agar seric, I influenzae nu crește, spre deosebire de N meningitidis și Str pneumoniae Când au fost prelevate hemoculturi pe un mediu nutritiv în două faze, nu au existat semne de creștere a bacteriilor hemofile în faza lichidă a mediului, în timp ce formarea de colonii s-a observat în faza densă Când coloniile de bacterioscopie I influenzae în frotiuri colorate cu Gram, sunt detectate tije polimorfe Gram negative (de la cocoide ovale până la tije subțiri tipice), diferite ca lungime și formând lanțuri filamentoase Rețineți adesea prezența unei capsule Coloniile suspecte de Y influenzae sunt testate pentru activitatea zaharolitică și enzimatică Trusele comerciale permit identificarea biochimică în ore De asemenea, coloniile suspectate de Y influenzae sunt inoculate pe plăci cu agar ciocolată pentru a obține o cultură pură Necesarul de bacterii pentru factori de creștere este determinat de inocularea culturilor pure pe agar seric După însămânțare, pe suprafața agarului se pun discuri cu factori de creștere V și X (distanța dintre discuri este de mm) Coloniile de I influenzae cresc numai în spațiul dintre discurile cu factori V și X Diagnosticare Express O metodă expresă pentru determinarea I influenzae este o reacție de aglutinare a latexului Materialul pentru studiu este LCR sau sânge nativ Identificarea serotipului b de I influenzae se realizează folosind o reacție de aglutinare a latexului cu diagnosticul de latex corespunzător Pentru diagnosticul diferențial al infecției cu Hib-in(b) cu infecția cauzată de alte bacterii hemofile și similare din punct de vedere morfologic, sunt utilizate diferențe de proprietăți culturale și biochimice (Tabelele - , - ) Tabelul - Proprietăți biochimice ale diferitelor specii din genul Haemophilus Specie Hemoliza* Catalaze Oxidaze Test Porfirina Nevoia de factori de crestere Fermentatie glucoză fructoză zaharoză lactoză manoză H influenzae - + + - V, X + - - - - N paralnfluenzae - + - + V + + + - + N tiaemoliticus + + + - ѵ х + + - - - N paraliaemolfticus + + + + V + + - - N aprophtlus - - - + - + + + + + N, paraproptiilus - - + + V ' + + + + N segnis - - - + V + + + - - N ducreyi - + + - X - - - - - Pe agar-sânge cu eritrocite de cal MICROBIOLOGIE PRIVATĂ co co Tabelul - Diagnosticul diferențial al bacteriilor hemofile cu alți microbi similari din punct de vedere morfologic Creșterea microbilor pe medii nutritive simple Morfologie Catalază oxidază Reducerea nitraților Urază N-galactozidază (test cu ONPG) Hemoliza H influenzae - Bețe mici + - + + - - N haemoliticus - Bețe mici + - + - + + N paralnfluenzae - Bețișoare mici + - + - + - N meningiudis - Cocci + + - - - - N mucoasa + Coci + + + - - - N sicca + Cocci + + - - - - N subflava - Coci + - - - - - N perflava - Coci ++ + - - + Moraxella catarrhalis + Cocci + + + - - - Acinetohacter spp + Bețe + - - - - - Str pneutopiae - Coci - - - - + MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Există truse comerciale pentru determinarea fragmentelor specifice ale genomului H influenzae tip b în LCR și sângele unui pacient prin metoda GAD DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII LA MEDICAMENTE ANTIMICROBIENE Particularitatea analizei este cerințele speciale pentru mediul nutritiv (prezența obligatorie a factorilor de creștere V și X) Mediul nutritiv HTM (Haemophilus Test Meatishgi) sa dovedit bine Se prepară în laborator din bulion și agar Mueller-Hinton După ce baza a fost dizolvată, se adaugă extract de drojdie (la o concentrație finală de mg/ml) și soluție de hematină (la o concentrație finală de mg/l) Mai întâi, se prepară o soluție stoc de hematină: se adaugă mg de pulbere la ml dintr-o soluție , N de hidroxid de sodiu ( , mol/l) și se încălzește, agitând bine până la dizolvarea completă La mediul pregătit pentru autoclavare se adaugă ml soluție stoc de hematină la litru După autoclavare, o soluție de nicotinamidă adenin dinucleotidă este adăugată aseptic într-un mediu nutritiv răcit la - °C până la o concentrație finală de mg/l Soluția de dinucleotidă de nicotină midadenină este sterilizată prin filtrare prin filtre cu membrană cu dimensiunea porilor de , μm La determinarea sensibilității la sulfonamide și trimetoprim, soluția de timidin fosforilază este adăugată aseptic într-un mediu nutritiv răcit la - °C până la o concentrație finală de , U / ml Metoda de difuzie pe disc sau E-testul este utilizată pentru a controla antibiohicoresistența N ducreyi CARACTERISTICI GENERALE H ducreyi este un aerob facultativ care necesită mai degrabă factor X decât V Bacteria este oxidază pozitivă și catalază negativă Nu posedă activitate de urează și ornitin-decarboxilază, nu fermentează glucoza și nu formează indol EPIDEMIOLOGIE Șancrul moale practic nu a fost înregistrat în Rusia în ultimele decenii (cu excepția cazurilor de infecție în străinătate) Infecția este frecventă în Africa, țările din Orientul Mijlociu și Asia de Sud-Est, precum și America Centrală și de Sud În plus, șancru moale este înregistrat în orașele-port din Marea Britanie, Portugalia, Italia și SUA MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Perioada de incubație este de - zile, dar la - ore după infecție, la locul agentului patogen se formează o pată roșie, după - zile, se transformă într-o papulă ulcerată și apoi într-o pustulă (ulcer) Ulcerul este moale la atingere și dureros, ceea ce îl deosebește de un șancru dur sifilitic Are margini subțiri, inegale, subminate, iar fundul este acoperit cu un strat gras gălbui și sângerează abundent Inițial, ulcerul are dimensiunea unui bob de linte, dar în decurs de săptămâni diametrul său crește la cm Chancrele moi pot fi multiple, caz în care se îmbină adesea, formând ulcere târâtoare gigantice În același timp, se dezvoltă limfadenita regională, însoțită în % din cazuri de supurația ganglionilor afectați În cazurile necomplicate, ulcerele se vindecă spontan în - luni DIAGNOSTIC DE LABORATOR Bacterioscopie Cu un tablou clinic tipic, diagnosticul de laborator constă în bacterioscopia secreției ulcerului Frotiurile sunt colorate conform Gram, Ziehl-Neelsen MICROBIOLOGIE PRIVATĂ sau albastru de metilen Când tijele gram-negative se găsesc în frotiuri cu un aranjament tipic în grupuri ("băci de pești") sau lanțuri paralele ("șine de cale ferată"), este diagnosticat un șancru moale În cazuri îndoielnice (cu simptome caracteristice și un rezultat negativ al bacterioscopiei), materialul clinic este însămânțat pe medii nutritive pentru a izola agentul cauzal al bolii De asemenea, în cazuri îndoielnice, pacientului i se face un test provocator: un vaccin ucis preparat din această bacterie este inoculat unei persoane suspectate de a fi infectată cu H ducreyi O astfel de injecție cu un șancru moale induce apariția unei noi leziuni Anterior, testul a fost efectuat folosind scurgeri de ulcer luate de la același pacient în loc de un vaccin Izolarea excitatorului Ca mediu de îmbogățire se utilizează agar semi-lichid , % ser La prepararea acestuia, serul este inactivat prin încălzire la o temperatură de °C Material nativ (ulcere separabile) sau îmbogățit pe medii cu conținut obligatoriu de factor X, inoculările se incubează într-o atmosferă care conține - % dioxid de carbon, la umiditate ridicată Cel mai bine este să folosiți agar ciocolată cu % ser de oaie N ducreyi formează colonii de consistență densă, greu de separat de suprafața mediilor nutritive dense BACTERII NEFERMENTANTE TAXONOMIE SI CARACTERISTICI GENERALE Bacteriile gram-negative nefermentative (NGOB) sunt un grup non-taxonomic de microorganisme care nu sunt capabile să producă acid pe agar cu trei zaharuri, nu fermentează glucoza în testul O-/F, nu cresc sau cresc slab sub conditii anaerobe Include diverse genuri de bacterii care nu sunt înrudite filogenetic sau genetic Motivele formării sale sunt mai mult utilitare decât biologice Lipsa informațiilor despre trăsăturile fenotipice ale multor dintre aceste bacterii creează probleme atât în identificarea, cât și în determinarea poziției taxonomice a ONG-urilor Cele mai fiabile rezultate pot fi obținute folosind metode genetice moleculare sau studiul cromatografic al compoziției acizilor grași celulari În practică, pentru identificarea primară a NGOB, este recomandabil să se studieze proprietățile morfologice și tinctoriale (test Gram), să se efectueze un test O-/T pe mediul Hugh-Leifson, să se identifice mobilitatea și să se analizeze proprietățile coulogurale pe medii dense (Tabelele - ) Pentru identificarea aprofundată în laboratoarele practice, este cel mai rațional să se utilizeze sisteme de identificare comerciale [NEFERM-test " ("Lachema"), API NE ("BioMerieux") sau similar ] Tabelul - Criterii de identificare primară a ONG-urilor ROD O'/F-test Pigment Oxidaza Nitrat-reductază Creșterea motilității pe MPA Creștere pe SS-arape Achromobacter B, E, F/Ochrobactrum anthropi - + + ± + + Acidovorax delafieldii + +• + + - Acinetobacter sau N - - - - + -/+ Agrobacterium + + + + - - MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Test de gen O/F Pigment Oxidază Nitrat reductază Creștere motilitate pe MPA Creștere pe SS-arape Alcaligenes N ' - + + + + + Chryseomor ca luteola + - + + + + Comamonas spp J + + + + + + Flavimonas oryzihabitans + - - + + ± Flavobacterium O + + - + + - Kingeila F - + + - - - Moraxella N - + -/+ - - Oligela N - + + - + - Pseudomonas + + - + + + Xanthomonas maltophilia + - + + + + Notă: O - oxidarea glucozei pe mediu Hugh-Leifson NU - nicio reacție F - fermentație "+" - prezența unui semn - lipsa semnului "-/+" și + - trăsătura este variabilă în specii sau tulpini individuale Alcaligenes xyiosoxidans subsp xilosoxidaiis - O Flavobacterium odoratum - NR Strict vorbind, kingella care fermenta glucoza nu sunt clasificate ca ONG-uri dar, având în vedere că, în primul rând, K kingae a fost inclus anterior în genul MoraxeUa, iar în al doilea rând, imposibilitatea detectării fermentației glucozei pe agar cu trei zaharuri, acest gen este inclus în acest tabel, Genul Achromobacter este împărțit în trei biovari - B, E, F Biovarurile A, C, D sunt acum considerate ca biovaruri ale unei noi specii Ochrobactrum anthropi Membrii genului sunt tije gram-negative mobile Fermentați glucoza, xiloza, zaharoza, maltoza (reacțiile pot decurge lent) Cultivați pe agarul mediu și selectiv de salmonella și shigella McConkey Pe medii dense formează colonii asemănătoare coloniilor de enterobacterii, dar mai mici Oxidazo, catalază și urează pozitive Citratul este utilizat în mediul Simons, esculina este hidrolizată și nitratul este redus Indolul nu se formează Ochrobactrum anthropi au proprietăți similare și pot fi diferențiate prin morfologia flagelilor și lipsa capacității unor tulpini de a hidroliza esculina Tulpinile esculin-pozitive de Ochrobactrum anthropi se diferențiază de Achromobacter numai prin compoziția acizilor grași celulari folosind cromatografia În acest sens, din punct de vedere practic, este oportun să vorbim de un grup condiționat - Achromobacter și Ochrobactrum anthropi Aceste microorganisme pot fi găsite în diferite tipuri de material clinic, inclusiv în sânge Sensibil la cloramfenicol, ciprofloxacină, gentamicină și tobramicină Acidovorax spp - tije mobile gram-negative, solicitante la mediile nutritive Crește prost sau nu crește deloc pe mediul McConkey Acestea fermentează gelurile de glucoză, oxid azo- și catalază Găsit în sol Sunt descrise cazuri de scurgeri din cateterul venos central (A delafieldff), urină, scurgeri ale plăgii (A temperans) Genul Acinetobacter din familia Neisseraceae include bastonașe scurte gram-negative asporogene nemotile În faza staționară de creștere și pe medii de agar neselectiv, cocobacterii domină Oxidază-negativ, catalază-pozitiv Este singurul gen oxidaza-negativ din familia Neissmaceae Ele cresc bine pe medii nutritive simple, formând colonii ovale netede asemănătoare coloniilor de enterobacterii, dar mai mici MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Până de curând, acest gen a fost împărțit într-o singură specie, A caicoaceticus, cu mai multe biovaruri În prezent, cu ajutorul sistematicii genelor, genul este subdivizat în genospecii, dintre care unele au primit numele de foste biovaruri, iar unele au rămas fără nume (Tabelele - ) Diferențierea genospeciilor individuale nu este disponibilă laboratoarelor practice În țara noastră, conform ordinului M al URSS nr din "Cu privire la unificarea metodelor de cercetare microbiologică (bacteriologică) utilizate în laboratoarele de diagnostic clinic ale instituțiilor medicale", se prevede identificarea a două specii - A calcoaceticus şi A hvoffii (Tabelul - ) Tabelul - Genotipurile din genul Acinetobacter Număr genotip Denumire Oxidarea glucozei Hemoliza Gelatinei Temperatura prăjirii, °C A calcoaceticus - A baumannii - până la A haemolyticus A junioi A john sonii / A Iwofii Tabelul - Diferențierea bacteriilor Acinetobacter, conform ordinului nr M al URSS Personaj A calcoaceticus A Iwofii Oxidaza - - Catalaza + + Glucoza + - lactoza + - lactoză + - Structura antigenică a A calcoaceticus a fost studiată suficient de detaliat - au fost identificate structuri capsulare Antigenele K și O În funcție de antigenul K, se disting de grupe serologice, în funcție de antigenul O - de serovare Antigene similare (reacții încrucișate) au fost găsite cu unele specii Moraxella, streptococi de grup B și C, pneumococ tip , chlamydia Au fost descrise treizeci și patru de serovarii de A laminaria și de serovariuri ale speciilor genetice Cu toate acestea, în practică, serotipizarea acestor microorganisme nu este efectuată Acinetobacter spp larg distribuite în corpurile de apă, ape uzate și sol Stabil în mediu, capabil să supraviețuiască pe o suprafață uscată până la săptămâni Ele fac parte din microflora corpului uman, colonizând mai des pielea dintre degetele de la picioare și în regiunea inghinală (în special la cei care trăiesc într-un climat cald și umed), tractul gastrointestinal și uretra Acinetobacter spp poate fi MICROBIOLOGIE PRIVATĂ cauza infecțiilor spitalicești Adesea provoacă pneumonie, în special la pacienții cu ventilație mecanică, mai rar - bacteriemie primară și septicemie, meningită, endocardită, abcese ale creierului și plămânilor, empiem pleural, mediastinită, infecții cu cateter urologic și peritonită la pacienții dializați În prezent, o atenție deosebită se acordă A latinappii Acest lucru se datorează în principal infecțiilor rănilor la victime în timpul luptei Sensibilitatea tulpinilor individuale de Acinetobacter la medicamentele antibacteriene variază, dar cele mai multe dintre ele sunt suprimate de gentamicină, tobramicină, amikacină și ureidopeniciline precum piperacilina Susceptibilitatea la tetracicline este imprevizibilă, majoritatea tulpinilor fiind rezistente la benzilpenicilină, ampicilină, cefalosporine, eritromicină și cloramfenicol În infecțiile sistemice severe, trebuie utilizate antibiotice din grupa aminoglicozidelor Abcesele localizate cauzate de aceste organisme necesită tratament chirurgical Numeroase rapoarte au apărut în literatura străină despre distribuția largă a tulpinilor multirezistente de A latinappii La cea de-a -a Conferință interdisciplinară privind antimicrobiene și chimioterapie (IAAC), aceste tulpini au fost denumite "MRSA gram-negativ" De asemenea, s-a sugerat că infecția rănilor cu A laumini poate contribui la dezvoltarea ulterioară a infecției cu MRSA Agrobacterium spp - bețe drepte sau ușor curbate Sunt situate una în interior sau în perechi Nesolicitant pentru mediile nutritive Oxidaza-pozitiv, sintetizează ureaza, nu formează indol Unele specii sunt patogene pentru plante - provoacă formațiuni tumorale în plante Datorită capacității A tumefaciens de a transforma celulele vegetale, această bacterie este utilizată în mod activ pentru a introduce material genetic în scopul modificării genetice a plantelor A radiobacter este singura specie care nu provoacă creșteri de țesut pe tulpinile plantelor În cazuri rare, aceste bacterii pot provoca infecții la pacienții imunocompromiși (în special în prezența unui cateter permanent) Alcaligenele - tije scurte sau cocobacterii, nu formează peretrichie, spori și capsule Strict aerobe, totuși unele tulpini pot exista în condiții anaerobe în prezența nitraților sau nitriților Ele produc catalaza si oxidaza Indolul nu se formează, carbohidrații nu sunt fermentați Sunt nepretențioși față de mediile nutritive, cresc bine pe medii simple, formând colonii asemănătoare cu coloniile de enterobacterii Distribuit pe scară largă în natură Se găsește în apă, sol, alimente Ele sunt împărțite în două grupe - nezaharolitice și zaharolitice Dintre speciile nezaharolitice, A faecalis (formator alcalin fecal) are cea mai mare semnificație medicală Face parte din microflora intestinală La însămânțarea fecalelor, formează colonii lactoză-negative pe medii nutritive diferențiate, similare coloniilor de enterobacterii patogene Dintre acestea din urmă, A faecalis se distinge ușor prin creșterea pe agar cu trei zaharuri, urmată de alcalinizarea coloanei și înclinarea mediului A odorans este extrem de asemănător cu A faecalis, ceea ce îi face pe unii autori să îl considere un biovar, în legătură cu care numele microorganismului este adesea cuprins între ghilimele - "A odorante" Diferă de A faecalis prin capacitatea de a elibera un miros fructat atunci când crește pe medii nutritive dense și formarea unei zone verzi în jurul coloniilor atunci când crește pe agar cu sânge Din această grupă aparține și A denitrificans Aceste microorganisme se găsesc adesea în diferite tipuri de material de testat în septicemie, infecții ale bilei și ale tractului urinar Cu toate acestea, cel mai adesea sunt contaminanți accidentali MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Speciile zaharolitice includ Alcaligenes xylosoxidans subsp xilosoxidanilor Sunt capabili să fermenteze glucoza și xiloza, dar nu oxidează maltoza După o zi de cultură, pe medii dens se formează colonii foarte mici, care cresc brusc în dimensiune după de ore din cauza producerii de mucus Alcaligenes xylosoxidans subsp xylosoxidans este considerat un agent etiologic relativ comun în septicemia nosocomială Cauza focarelor spitalicești sunt soluțiile de perfuzie, senzorii de presiune și soluțiile antiseptice Aceste microorganisme sunt de obicei sensibile la piperacilină și ceftazidimă și rezistente la aminoglicozide, ciprofloxacină și cefepimă Chryseomonas luteola sunt baghete gram-negative, mobile, oxidaze negative Nesolicitant pentru mediile nutritive Formează colonii netede sau aspre, uneori colonii galbene atașate de mediu Geloza cu trei zaharuri nu se schimbă în timpul creșterii Distribuit pe scară largă în mediu Adesea poate fi izolat de diverse obiecte din spitale Ele sunt asociate cu infecția cateterelor, sepsis și peritonită pe fondul dializei peritoneale, precum și apariția infecțiilor mixte Sensibil la o gamă largă de cefalosporine, aminoglicozide, tetracicline și chinolone Comamonas spp - Bacete gram-negative, mobile din cauza flagelilor polari Au activitate oxidazică, reduc nitrații, dar fără formarea de produse gazoase Nu produc acid din glucoză și alți carbohidrați (C acidovorans fermentează fructoza și manitolul pe mediu Hugh-Leifson, care este diferit de alte specii) C acidovorans și C testosteroni sunt capabile să crească pe un mediu mineral cu acetatul ca unică sursă de carbon C terrigena are nevoie de factorii de creștere metionină și nicotinamidă Saprofiti, locuitori ai apei si solului Cu toate acestea, ele pot fi izolate din produsele alimentare, mediul spitalicesc, probe clinice, dar, de regulă, nu au semnificație etiologică independentă Sunt descrise cazuri separate de septicemie, endocardită, infecție intravasculară asociată cu aceste microorganisme Fkwimonas oryzihabitans sunt baghete gram-negative mobile Nesolicitant pentru mediile nutritive Pe medii dense formează colonii galbene Geloza cu trei zaharuri nu se schimbă în timpul creșterii Oxidaza negativă Esk}lin nu este hidrolizat Nitrații, de regulă, nu sunt restaurați Posibil, au semnificație etiologică în infecțiile asociate cateterului, peritonita pe fondul dializei peritoneale Sensibil la o gamă largă de cefalosporine, aminoglicozide, tetracicline și chinolone Distribuit pe scară largă în mediu Ele pot fi izolate din diferite tipuri de material clinic, inclusiv din sânge, urină și secreții mucoase ale ochilor În mediul spitalicesc, E oryzihabitans este asociat cu infecția cu cateter, sepsis și peritonită secundară dializei peritoneale, precum și apariția infecțiilor mixte Sensibil la o gamă largă de cefalosporine, aminoglicozide, tetracicline și chinolone Flavobacterium/Chryseobacterium - poziția taxonomică a multor specii de microorganisme care fac parte din familia Flavobacteriaceae a fost acum revizuită Reprezentanții genului Flavobacterium cu semnificație clinică sunt incluși într-un nou gen numit Chryseobacteriam Speciile C meningosepticum și C indologenes sunt de cea mai mare importanță medicală, C balustinum are o importanță mai mică C gleum, C indoltheticum și C scopbthalmum Chryseobacterium spp Tije gram-negative, imobile, lungi, subtiri, usor curbate Catal este azo- și oxidază-pozitiv, hidrolizează gelatina și esculina Toate tulpinile de Chryseobacterium spp dau o reacție slab pozitivă la indol și, prin urmare, pentru detectarea lor, trebuie utilizată metoda Ehrlich ca cea mai sensibilă, Chryseobacterium crește bine pe medii nutritive simple, agar cu sânge și ciocolată, formând colonii deja în de ore la o temperatură de - ° C, formând un pigment galben sau portocaliu de intensitate variabilă Coloniile de C meningosepthum sunt mari ( - mm în diametru), cu o suprafață netedă, de cele mai multe ori au o culoare galben pal Coloniile de C indologenes sunt galben închis intens Capacitatea de a crește pe medii cu bilă și acizi biliari este variabilă Activitatea hemolitică este diferită La creșterea pe agar cu trei zahăr, pot provoca acidificarea mediului după - zile Microorganismele din genul Chryseobacterium sunt larg distribuite în mediu (se găsesc în sol, apă), precum și în diverse produse alimentare (carne crudă, lapte) În spitale, acestea contaminează diverse obiecte și suprafețe Prezența Chryseobacterium în materialul clinic reprezintă de obicei mai degrabă colonizare decât infecție, dar ele pot fi cauza infecției, în special la pacienții debili Afirmația este C meningosepticum, care provoacă meningită la nou-născuți, mai ales la prematuri, în primele săptămâni de viață Sunt descrise focare nosocomiale de meningită la nou-născuți din secțiile de terapie intensivă C meningosepticum poate provoca bacteriemie la adulți, care este cel mai adesea tranzitorie, dar foarte rar la adulții internați în spital C meningosepticum poate provoca endocardită (în special la pacienții cu valve protetice), celulită, infecții ale plăgii și intraabdominale, endoftalmită, sinuzită și bronșită Crizeobacterii au rezistență naturală la aminoglicozide, peniciline, cefalosporine, carbazepami, tetracicline, cloramfenicol, sunt sensibile la vancomină, rifampicină, clindamicină Kingetta este un gen care combină tije cocoide scurte dispuse în perechi sau în lanțuri, imobile Glucoza este fermentată (se recomandă adăugarea a - picături de ser de iepure la ml de mediu în mediu) K kingae, spre deosebire de K denifrificans, fermentează și maltoza Oxidază-pozitiv, catalază-negativ Solicitant la mediile nutritive Pe agar-sânge, K kingae tinde să prezinte hemoliză K denitrificans formează adesea gropi în agar Kingella se găsește adesea în tampoanele gâtului K denitrificans nu au semnificație clinică K kingae este un microorganism patogen condiționat care prezintă un pericol în primul rând pentru copiii mici Majoritatea tulpinilor sunt sensibile la diferite medicamente antibacteriene, inclusiv benzilpenicilina Moraxella, un gen din familia Neisseriaceae, este o bacterie imobilă Gram-negativă, în formă de baston sau coci, dispusă în perechi sau în lanțuri scurte în frotiuri Unele specii (M catarrhalis) au fimbrie, care asigură mobilitate "smucită" Toate moraxelele formează o capsulă Pe agar cu sânge și ciocolată, ele cresc ca colonii foarte mici, netede sau aspre, cu sau fără hemoliză Zaharurile nu fermentează, nu se formează indolul și hidrogenul sulfurat Sintetiza catalaza si oxidaza Moraxella se caracterizează printr-o sensibilitate ridicată la ^-lactamine, cu excepția M catarrhalis, care produce { -lactamaze Diferențierea interspecifică a moraxelei este destul de complexă, laborioasă și lungă (Tabelele - ) Bacteriile din genul Moraxella sunt reprezentanți ai microflorei normale a membranelor mucoase ale căilor respiratorii superioare ale oamenilor și ale unor animale, dar în unele cazuri pot fi cauza diferitelor boli M catarrhalis provoacă otită purulentă, sinuzită acută, bronșită cronică, pneumonie comunitară Microorganismul este adesea izolat din sputa pacienților cu boală pulmonară obstructivă cronică și este considerat unul dintre MICROBIOLOGIE PRIVATĂ posibile motive pentru exacerbarea acesteia Sunt descrise cazuri de meningită și endocardită cauzate de M catarrhalis M lacunata provoacă conjunctivită la colțurile exterioare ale ochiului (conjunctivită Koch-Wicks) Tabelul - Proprietățile speciilor din genul MogaheIIa găsite la om VEZI Ureaza pe mediul Christensen Utilizarea citratului pe mediul Simmons Fenilalanin deaminaza Reducerea Gelatinazei Creșterea în hemoliză nitrați nitriți în prezența a % bilă M lacunata - - -/+ ± + - - -/+ M ipsoipii - - - - - - - - /+ M nonliquefaciens - - - - + - - - M phenylpyruvica + - + - + - + - M osloensis - - - + - - - M atlantae - - - - - - + - M catarrhalis - - ± - + + - -/+ Oligelele sunt mici tije cocoide Gram negative O ureolytica este mobilă, O urethralis este imobil și nu se decolorează bine pe o colorație Gram Zaharurile nu sunt fermentate Oxidazo- și catalază-pozitiv Activitatea hemolitică variază în diferite tulpini Oligela spp izolat din urină și organele genitale, în timp ce Oligella ureolytica se găsește cel mai adesea la bărbați (se presupune că această bacterie este implicată în patogeneza uretritei) Genul Pseudomonas include baghete gram-negative, mobile, oxidaze și catalaze pozitive care nu formează spori și capsule Aerobii, totuși, în unele cazuri sunt capabili să folosească nitratul ca acceptor de electroni și, prin urmare, să crească în condiții anaerobe Majoritatea Pseudomonas sunt nesolicitanți față de mediile nutritive și nu au nevoie de factori organici de creștere Unele specii sunt autotrofe facultative care pot folosi hidrogenul și dioxidul de carbon ca sursă de energie Multe Pseudomonas sunt capabile să sintetizeze pigmenți, dintre care piocianina, pigmentul Pseudomonas aeruginosa, este cel mai cunoscut Microorganismele acestui gen sunt extrem de răspândite în natură Mulți dintre ei sunt reprezentanți ai microflorei autohtone a solului Printre acestea se numără bacterii patogene pentru plante, animale și oameni Genul Pseudomonas include peste de specii, dintre care multe sunt capabile să provoace boli la oameni Cu toate acestea, R aeruginosa este de cea mai mare importanță medicală - Agentul cauzal al Pseudomonas aeruginosa Pseudomonadele rămase, care pot fi izolate în diferite forme de procese patologice, sunt de obicei numite neobișnuite (vezi mai jos) R aeruginosa este un bacil gram negativ cu unul, rareori doi flageli, localizat în frotiuri din cultură pură individual, în perechi sau în lanțuri scurte Capsula este absentă, totuși, în anumite condiții de cultivare, este capabilă să producă o substanță asemănătoare capsulei - mucus extracelular, care înconjoară celula microbiană într-un strat subțire Tulpinile mucoide sunt adesea izolate din spută, producând o cantitate crescută de mucus, indiferent de condițiile de cultură Mucusul extracelular este unul dintre factorii de patogenitate ai P aeruginosa La fel ca multe Pseudomonas, P aeruginosa se apropie de oligocarbofile în ceea ce privește cerințele de nutrienți Crește cu cantități minime de materie organică P aeruginosa este capabil să se înmulțească în diverse soluții în scop medical, precum și să persiste timp îndelungat în unele tipuri de soluții antiseptice, precum furacilină in orice caz Pseudomonas aeruginosa este foarte sensibil la uscare - acțiunea dezinfectanților la temperaturi ridicate și care conțin clor Cea mai importantă caracteristică biologică a P aeruginosa este capacitatea sa de a produce un pigment albastru-verde solubil în apă, piocianina De asemenea, marea majoritate a tulpinilor de P aeruginosa sintetizează fluoresceina, un pigment care are fluorescență în razele ultraviolete Spre deosebire de piocianina, alte pseudomonade au si capacitatea de a sintetiza fluoresceina, ceea ce reduce valoarea diagnostica a acestei trasaturi Tulpinile separate de P aeruginosa pot produce și alți pigmenți - roșu (piorubină), negru (piomelanina), galben (a-oxifenazină) sau nu sintetizează deloc pigmenți Absența pigmentului, precum și a pigmenților atipici, fac diagnosticul dificil Proporția tulpinilor nepigmentate de P aeruginosa este de până la %, pigmenții atipici formează - % din tulpini Pentru a spori capacitatea P aeruginosa de a produce pigmenți, se folosește un mediu nutritiv special "King A", care include peptonă, glicerină, agar și săruri minerale Unele tulpini de Pseudomonas aeruginosa formează un pigment roșu pe acest mediu Pe suprafața mediilor nutritive lichide P aeruginosa formează o peliculă gri-argintie Pe medii dense, Pseudomonas aeruginosa formează colonii de tipuri: • colonii plate, neregulate • colonii asemănătoare ischerichilor; • colonii pliate ("floare de margaretă"): • membranele mucoase, rareori dând pigmentare în timpul scurgerii inițiale, formând un înveliș mucos, devenind în cele din urmă culoarea verde; • pitic, care apar abia după ore Pe mediul Endo, P aeruginosa formează colonii mici, roz pal Pe agar-sânge, coloniile sale sunt înconjurate de o zonă de hemoliză Foarte des se poate observa fenomenul de "liză curcubeu" a culturilor, care se caracterizează prin prezența unui înveliș metalic strălucitor delicat și a unor zone de liză Acest fenomen este atât de specific P aeruginosa încât poate fi folosit pentru a-l identifica Tulpinile individuale diferă unele de altele sub forma zonelor de "liză curcubeu", ceea ce face ca acest fenomen să fie util pentru tiparea intraspecifică Culturile de Pseudomonas aeruginosa au un miros specific, care este comparat cu mirosul de săpun de căpșuni, iasomie sau caramel Pe agar pseudomonas selectiv cu irgazan, P aeruginosa formează colonii verzui în primele ore de incubație, care ulterior devin albastru-verzui Pe medii de agar cu cetrimidă (bromură de cetiltrimetilamoniu) se intensifică formarea piocianinei Pseudomonas aeruginosa, ceea ce facilitează identificarea coloniilor sale prin culoarea galben-verde sau albastră Pseudomonas aeruginosa are activitate zaharolitică scăzută, fermentând doar glucoza Activitatea proteolitică, dimpotrivă, este puternic pronunțată P, aeruginosa are o structură antigenică complexă, posedă un antigen O, precum și un antigen H flagelar Pentru standardizarea metodelor de serotipizare a fost elaborată o schemă internațională care prevede subdiviziunea R aeruginosa de către antigenul O în serogrupe R aeruginosa este unul dintre principalii agenți cauzali ai proceselor purulent-inflamatorii, în special în spital Infecțiile cauzate de P aeruginosa sunt potențial mai periculoase decât cele cauzate de alte bacterii oportuniste Se dezvoltă la pacienții cu arsuri, leucemie acută, fibroză chistică, care sunt sub ventilație mecanică din diverse motive Infecția este de obicei localizată în locurile de acumulare și stagnare a lichidului: în traheostomii, părți inferioare ale plămânilor, catetere vezicale reziduale, răni plângătoare Problema colonizării P aeruginosa a cateterelor vasculare este de actualitate La orice localizare a focarului primar al infecției, ambele MICROBIOLOGIE PRIVATĂ prins P aeruginosa, este posibilă dezvoltarea unei bacteriemii Infecțiile cu Pseudomonas aeruginosa sunt dificil de tratat din cauza rezistenței multiple la plasmide R Pseudomonas neobișnuit Ele diferă de cele descrise mai sus care pot provoca infecție la om doar cu o scădere semnificativă a nivelului de rezistență naturală, printre care P Jtuorescens, P stutzeri și P maltophilia Semnificația clinică a P fluorescens este determinată de două circumstanțe - capacitatea de a se înmulți la o temperatură de ° C și de a coloniza pielea oamenilor sănătoși Este posibilă contaminarea accidentală a P fluorescens în sângele donat În acest caz, numărul de bacterii din sânge va crește, în ciuda depozitării în frigider, ceea ce poate duce la șoc toxic în timpul transfuziei de sânge Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, detectarea P fluorescens ar trebui privită ca o contaminare accidentală Detectarea simultană a P fluorescens sau P stutzeri în sângele mai multor pacienți poate indica contaminarea soluțiilor injectabile din spital R stutzeri este o cauză rară a bolilor umane Sunt descrise cazuri de depistare a acestui microorganism în bacteriemie la pacienții cu imunodeficiență, pneumonie la alcoolici și pacienți în hemodializă din cauza contaminării apei aparatului R maltophilia este a doua ca frecventa, dupa Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas Se găsește în apă, sol, legume Este un contaminant frecvent al apei distilate și al soluțiilor, inclusiv al unor dezinfectanți În condițiile spitalicești, este adesea izolat de la pacienți pe fondul terapiei cu antibiotice De obicei se găsește în studiul secrețiilor din tractul respirator, vagin, urină, puroi, sânge în asociere cu alte microorganisme Se crede că semnificația patogenetică a P maltophilia este îndoielnică Principalele grupuri de medicamente antibacteriene cu activitate antipseulomonadă semnificativă clinic includ [ -lactaminele, aminoglicozidele și fluorochinolonele Xantomonas (Stenotrophamonas) maltofilie Poziția sistematică a acestei specii bacteriene a fost revizuită în mod repetat A fost atribuit inițial genului Pseuaomonas (Pseudomonas maltophilia) Ulterior a fost transferat la Xantomonas rpd pe baza datelor de hibridizare ADN Cu toate acestea, din cauza diferențelor semnificative în proprietățile biologice (lophotrich, care nu are pigmentul galben xantomonanedin, este nepatogen pentru plante, crește la °C), s-a propus separarea lui într-un gen separat Stenctrophomonas X maltophilia sunt tije scurte, drepte, cu un mănunchi polar de flageli Formați colonii mari netede, cu margini zimțate Pe mediu solid cu tirozină se formează un pigment maro solubil în apă; pe agar-sânge, sub zona de creștere apare o zonă decolorată verzui Creșterea majorității tulpinilor necesită metionină Pentru izolarea X maltophilia se folosesc medii selective cu imepenem CAMPYLOBACTER TAXONOMIA Familia Campylobacteraceae include două genuri de e-proteobacterii: Arcobacter și Campylobacter Cele mai semnificative în patologia umană sunt campylobacterii termofile - C jejimi, C coli și C lari, care fac parte din ultimul dintre aceste genuri CARACTERISTICI GENERALE Campylobacterii sunt subțiri, curbați (de la o ușoară îndoire la o formă de spirală), bacili gram negativi Capetele bacteriene microbiologie PRIVATĂ celulele sunt de obicei subțiate În frotiurile de cultură, acestea sunt amplasate individual, în lanțuri în zig-zag sau spirale de lungimi diferite, precum și în perechi în forma literei S sau a aripilor unui pescăruș zburător La contactul cu aerul, expunerea la temperaturi ridicate și îmbătrânirea culturilor, bacteriile se completează Dimensiunea celulelor bacteriene C jejuni și C coli este de , - , x , - , um Au un flagel la unul sau ambii poli, oferindu-le o mișcare rapidă în medii lichide de-a lungul unei traiectorii elicoidale Campylobacterii sunt microaerofile și capnofile C jejuni, C coli și C lari aparțin grupului de campylobacteri termofile, deoarece cresc mai bine la o temperatură de - ° C, iar la ° C creșterea lor se oprește EPIDEMIOLOGIE Rezervorul natural al campylobacterului termofil sunt diverse animale și păsări, inclusiv cele agricole Frecvența detectării C jejuni la pui variază de la la %, iar în țările dezvoltate economic, puii sunt considerați ca principală sursă de infecție În țările cu un nivel de trai scăzut, calea apei de infecție este pe primul loc Lipsa informațiilor fiabile nu ne permite să tragem concluzii despre natura procesului epidemic în Rusia, dar există un subdiagnostic pronunțat al campilobacteriozei MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Infecția cu campylobacter termofile se manifestă cel mai adesea la om prin colienterită Caracterul nepatognomonic al simptomelor sale nu permite un diagnostic definitiv pe baza rezultatelor unui examen clinic al pacientului În același timp, unele simptome sunt o indicație absolută pentru cercetarea direcționată pentru identificarea acestui grup de microorganisme Acestea includ detectarea sângelui și a mucusului în fecale, adică simptome de hemocolită De obicei, enterocolita cu campilobacterioză decurge favorabil și se termină cu recuperarea completă Generalizarea procesului ca una dintre complicațiile formidabile este rară (de regulă, la copii și la pacienții vârstnici) La pacientii imunodeprimati, infectia se poate generaliza si poate provoca tulburari clinice sistemice Un alt tip de complicații înregistrate în infecțiile cu campylobacter termofil îl reprezintă procesele autoimune, în principal sindromul Guillain-Barré (paralizia reversibilă ascendentă progresivă asociată cu demielinizarea fibrelor nervoase) DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul final al campilobacteriozelor se bazează pe detectarea agentului patogen și/sau a antigenelor acestuia în materialul clinic, precum și a regiunilor genomului folosind metodele descrise mai jos Diagnosticul serologic în aceste infecții este ineficient Colectarea si transportul materialului de testat Pentru cercetare, probele de fecale, frotiurile și tampoanele din rectul pacientului sunt trimise la laborator Acestea din urmă sunt obținute cu ajutorul unei sonde cu tampon Având în vedere microaerofilitatea Campylobacterului și, în consecință, supraviețuirea lor scăzută în prezența oxigenului, sonda tampon cu proba trebuie scufundată în mediul de transport chiar și în timpul transportului scurt Cel mai bun mediu de transport pentru Campylobacter este mediu Cary-Blair Media Stuart și Ames au proprietăți practic similare Mediul tioglicol și apa peptonă , % nu sunt transportabile MICROBIOLOGIE PRIVATĂ F"Af medii deoarece conțin substanțe nutritive care pot duce la creșterea nedorită a contaminanților în timpul transportului și fac imposibilă izolarea Campylobacter Susținătorii utilizării mediului tioglicol pentru transport citează date despre eficacitatea mediului de tioglicolat Campylo ca argument, cu toate acestea, acest mediu conține un aditiv selectiv Blazer-Wong și este destinat transportului și îmbogățirii selective ulterioare a Campylobacter Dacă materialul este livrat la laborator în decurs de - ore, fecalele native pot fi transportate într-un recipient fără conservant Bacterioscopie Metoda bacterioscopică de diagnosticare a colienteritei campilobacteriozei este menționată în diverse ghiduri, deși cu greu poate fi recomandată laboratoarelor de diagnostic Preparatele în care campylobacterul din materialul de testat este sub formă de cultură pură reprezintă mai degrabă excepția decât regula Detectarea antigenului chlamydia în materialul clinic Testele imunocromatografice (ICT) într-o singură etapă pot fi utilizate pentru a detecta Campylobacter în fecale Deși nu permit diferențierea Campylobacterului detectat la nivel de specie, ele sunt utilizate în scopuri de screening Materialul pentru studiu este o suspensie de fecale Un rezultat negativ ICT nu exclude prezența infecției cu campilobacterioză la pacient; sunt necesare studii suplimentare cu alte teste pentru a confirma acest lucru Izolarea și identificarea agentului patogen Multă vreme, campylobacterele au fost clasificate ca bacterii necultivate, dar după determinarea compoziției optime a mediilor nutritive și a condițiilor de cultivare pentru acestea, metoda de diagnostic bacteriologic a devenit principala În multe laboratoare străine, în prima etapă a studiului bacteriologic al campilobacteriozelor, se folosesc medii de îmbogățire (Jeffrey, Abeyta-Khanta-Barka, bulion de îmbogățire cu oxirază, bulion Bolton, Wesley, Presley) Izolarea culturii pure se realizează folosind una dintre cele trei abordări metodologice: • semănat pe medii nutritive selective; • semănat pe un mediu nutritiv neselectiv folosind filtre; • creștere mobilă pe un mediu nutritiv semi-lichid Această din urmă metodă de izolare a unei culturi pure nu și-a găsit aplicație largă în cultivarea Campylobacter Pentru a inhiba creșterea contaminanților, în mediile selective se adaugă cefoperazonă, cefalotină, cefazolină, eritromicină, colistină, bacitracină, polimixină B, novobiocină, colimicină, vancomicina, rifampicină, amfotericină B ciclohexemidă Deoarece unele specii de C jejuni și C coli sunt foarte sensibile la cefalotină, colistină și polimixină B, aceste antibiotice nu sunt adăugate la mediile destinate lucrului cu ele Au fost create mai multe amestecuri selective de succes, care sunt produse de firme microbiologice (Tabelele - , - ) Mediile selective sunt convenabile de utilizat, dar nu la fel de potrivite pentru diferite Campylobacters Acest lucru face relevantă, pe de o parte, căutarea de noi aditivi selectivi și, pe de altă parte, dezvoltarea unor metode alternative pentru izolarea Campylobacterului microbiologie PRIVATĂ O alternativă la mediile selective este tehnica de filtrare a izolării Este descrisă utilizarea filtrelor cu membrană și nucleare cu un diametru al porilor de , - , um Filtrele cu membrană funcționează bine la concentrații mari de Campylobacter și sunt net inferioare mediilor selective în ceea ce privește sensibilitatea în studiul convalescenților și pacienților cu forme ușoare și subclinice ale bolii Acest lucru se datorează particularităților acestor filtre și capacității lor mari de sorbție O încercare de a crește eficiența prin creșterea dimensiunii porilor (până la , µm) este de obicei însoțită de o scădere a selectivității și o creștere abundentă a microflorei asociate Membranele nucleare sunt lipsite de dezavantajele inerente filtrelor cu membrană Au pori scurti, drepti, de diametru standard, nu au capacitate de sorbție și fracționează mai eficient bacteriile după dimensiune Cu toate acestea, pot fi foarte electrificate, ceea ce le face dificil de lucrat Membranele nucleare sunt realizate la comandă și vin sub formă de foi, care trebuie tăiate, ambalate și sterilizate în laborator Indiferent de tipul de filtre folosite, tehnologia de însămânțare este aceeași Se aplică un filtru steril pe mediul neselectiv Picături dintr-o suspensie a materialului de testat într-un mediu de transport sau o soluție sterilă de clorură de sodiu , % ( : - : ) sunt aplicate pe suprafața filtrului cu o tijă de sticlă sau o pipetă După de minute, filtrele sunt îndepărtate cu grijă, împiedicând materialul de testat să intre în mediul nutritiv Tabelul - Aditivi selectivi de agar sânge pentru Campylobacter Aditiv Sklrrow Blaser-Wang Butzler Preston Polimixină B, UI/l Colistina, UI/l Cefalotină, mg/l Cefazolin, mg/l Vancomicină, mg/l Bacitracină, UI/l Rifampicina, mg/l Trimetoprim, mg/l Amfotericină B, mg/l Tabelul - Suplimente selective de cărbune pentru Campylobacter D obam CCDA SAT Karmali Cefoperazonă mg/l Tycoplanin, mg/l Vancomicină, mg/l Amfotericină B, mg/l Ca medii de creștere, sunt folosite cele care conțin (de exemplu, mediu Skirrow) și care nu conțin (Karmal, Bolton, etc ) sânge Cele mai promițătoare sunt mediile de cărbune, deoarece utilizarea lor face posibilă renunțarea la utilizarea sângelui de oaie scump și rar O altă alternativă la mediile de sânge este mediile cromogenice, care sunt dezvoltate activ de multe companii Mediul optim de gaz pentru Campylobacter conține - % oxigen, % dioxid de carbon și - % azot Unele ghiduri recomandă adăugarea de până la % hidrogen, dar acest lucru nu este necesar pentru agenții patogeni ai formelor intestinale de campilobacterioză Pentru a crea această atmosferă, pe scară largă MICROBIOLOGIE PRIVATĂ se folosesc pachete generatoare de gaze de diferite modele În practica străină, sistemele catalitice sunt utilizate cu hidroborura de sodiu ca sursă de hidrogen atomic, care este apoi combinat cu oxigenul aerului pe catalizator, sau sisteme uscate necatalitice pe bază de acid ascorbic Aceste generatoare de gaz nu sunt utilizate pe scară largă în țara noastră din cauza costului lor ridicat Pachetele generatoare de gaze domestice care funcționează pe principiul unui absorbant de pirogalol permit obținerea de rezultate bune la costuri semnificativ mai mici Utilizarea generatoarelor de gaze chimice face posibilă descurcarea cu microaerostate simplificate care nu au manometre și supape Astfel de dispozitive sunt foarte convenabile în funcționare, sunt sigure și ușor de etanșat, durabile și mult mai ieftine decât anaerostatele clasice Temperatura de incubare depinde de sarcini și de mediul utilizat Temperatura de °C vă permite teoretic să izolați nu numai Campylobacter termofil Pe de altă parte, la o temperatură de - °C, se obține un efect selectiv suplimentar și se simplifică identificarea ulterioară a Campylobacters izolate Incubarea pe mediul Karma ar trebui să fie efectuată la °C, în timp ce Campylobacter crește mai bine pe CCDA-arape la °C De obicei, timpul de incubare este de de ore, dar uneori se recomandă vizualizarea culturilor pentru prima dată după de ore Această tactică crește costul studiului, deoarece necesită utilizarea unui pachet generator de gaz suplimentar Campylobacter poate forma două tipuri de colonii pe medii solide Coloniile mari delicate, umede, de formă neregulată, care tind să se îmbine și seamănă cu picăturile de condens, sunt ușor de distins chiar și pe fundalul creșterii abundente a microflorei însoțitoare Sunt formate din celule Campylobacter tipice morfologic Detectarea lor pe un mediu special incubat în condiții speciale face posibil, cu un grad foarte mare de probabilitate, deja în această etapă să se vorbească despre izolarea bacteriilor din genul Campylobacter, iar dacă incubarea a fost efectuată la ° C, despre termofilă campylobacters Este posibilă și formarea altor tipuri de colonii Coloniile mici, convexe, regulate, rotunjite, sunt formate în principal din forma cocoidă a Camlylo-bacter Într-un frotiu, o cantitate mică de celule bacteriene tipice în morfologie poate fi detectată și se poate trage o concluzie despre izolarea Campylobacter De regulă, nu este posibilă finalizarea identificării în acest caz, deoarece este imposibil să subcultivați astfel de solzi Pentru a studia proprietățile morfologice, colorarea cu fxină preparată din fxinul carbolic al lui Zil prin diluarea acesteia cu apă într-un raport de : - : este bine potrivită În loc de colorația Gram, testul KOH este utilizat cu succes Uneori, cu creșterea abundentă a coloniilor, testele de oxidază și catalază pot fi efectuate direct în vasul Pegri cu inoculare primară prin metoda convențională Pentru a finaliza identificarea, este necesar să se transfere cultura pe agar neselectiv Aici, este de preferat să folosiți agar cu sânge (chiar și cu sânge donat), deoarece mediul de cărbune nu este întotdeauna potrivit pentru subcultură De exemplu, heminul și piruvatul, care fac parte din mediul Karmali, nu se află în baza mediului, ci în aditivul selectiv Este mai bine dacă agarul cu sânge este vărsat și înclinat în eprubete, cu toate acestea, prepararea agarului cu sânge înclinat nu este o practică obișnuită de laborator și, prin urmare, subcultura este mai des efectuată pe sectoare dintr-o cutie Petri (în acest scop este convenabil pentru a folosi vase de polisecție) Nu se recomandă împărțirea cupei în mai mult de sectoare Cursurile trebuie plasate de preferință una lângă alta pentru a obține o creștere abundentă confluentă cel puțin la începutul sectorului Odată ce cultura a fost obținută, identificarea poate continua Deoarece în majoritatea cazurilor culturile primare sunt incubate la MICROBIOLOGIE PRIVATĂ °C, nu este necesar testul de temperatură Testul cheie de identificare este testul de hidroliză a hipuratului Este necesar să ne oprim în detaliu, deoarece au fost lansate recent o serie de documente în care efectuarea acestui test este descrisă incorect Pentru a efectua testul, este necesar să se pregătească o soluție de hipurat de sodiu % într-o soluție de clorură de sodiu , % Soluția rezultată se toarnă în eprubete de , ml Eprubetele se astupă și se îngheață în congelatorul unui frigider de uz casnic (- °C) Eprubetele închise ermetic pot fi păstrate până la un an Alegerea tuburilor este de mare importanță Acestea ar trebui să fie eprubete înguste, este foarte convenabil să folosiți eprubete din polipropilenă de tip Eppendorf După cum este necesar, tuburile sunt dezghețate și utilizate pentru a efectua testul Pentru a face acest lucru, cultura de testare este suspendată într-o soluție de hipurat Trebuie obținută o suspensie groasă (de obicei sunt suficiente bucle de cultură) Eprubetele sunt plasate într-un termostat la o temperatură de ° C timp de ore În timp ce incubarea este în curs, se prepară o soluție de dezvoltare de ninhidrin La sfârșitul incubării, , ml de reactiv ninhidrin trebuie să fie stratificat cu foarte mare grijă pe suspensia bacteriană într-o soluție apoasă de hipurat Straturile de sus și de jos nu trebuie amestecate! Tuburile sunt plasate într-un termostat și incubate timp de minute În cazul unui rezultat pozitiv, se observă o colorare violet intensă a fazei superioare (neapoase) Dacă nu există colorare, rezultatul este calificat ca negativ Dacă colorarea este slabă, se recomandă repetarea testului, mărind densitatea suspensiei bacteriene Colorarea întregului conținut al tubului indică o activitate foarte mare a enzimei sau un rezultat fals pozitiv al reacției datorită amestecării soluțiilor Pentru a diferenția aceste variante, se recomandă examinarea tuburilor după stratificarea reactivului ninhidrin după , și minute Cu o reacție fals pozitivă, culoarea se dezvoltă imediat în întregul volum al soluției și, cu un rezultat puternic pozitiv, culoarea apare mai întâi sub forma unui inel și abia apoi acest inel, extinzându-se, se extinde la întregul volum de soluția Indicațiile reacției de culoare sunt nespecifice, deoarece ninhidrina interacționează nu numai cu glicina, un produs de scindare al hipuratului, ci și cu orice alt aminoacid Un test hipurat pozitiv indică izolarea C jejuni În cazul unui rezultat negativ, este necesar să se continue studiul de diferențiere a campylobacterelor termofile hipurat-negative - C coh și C lari Pentru identificarea lor se folosește testul de hidroliză a indoxilacetatului Definiția rezistenței la acidul nalidixic folosită în trecut și-a pierdut relevanța din cauza răspândirii tulpinilor de C coli rezistente la acest medicament Astfel, pentru identificarea Campylobacterilor termofile, în cele mai multe cazuri, sunt suficiente doar câteva pistile simple disponibile oricărui laborator (Tabelele - ) Tabelul - Diferențierea Campylobacterului termofil Teste C jejuni C coli C lari ssp jejuni ssp doylei Hidroliza hipuratului + + - - Rezistența la acidul nalidixic S [ s SR R Rezistența la RSR a cefalotinei Hidroliza indoxilacetatului ++ + - Testele utilizate pentru identificarea Campylobacter se bazează pe detectarea enzimelor constituționale (presintetizate) Acest lucru facilitează identificarea deoarece nu necesită incubație lungă MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sistemele comerciale de testare pentru identificarea Campylobacter nu au fost utilizate pe scară largă Api Campy este practic singurul exemplu de astfel de sisteme Este format din douăzeci de microtuburi asamblate într-o bandă de sisteme obișnuite în format Api Banda este împărțită în două părți Prima parte conține testele obișnuite pentru determinarea activității enzimatice (urează, nitrat reductază, indoxil esterază, hipurază, gamma glutamil transferază, TTX reductază, pirolidonil arilamidază, arginin arilamidază, aspartat aril midază, fosfatază alcalină, producție de hidrogen sulfurat), a doua - teste de asimilare și teste de rezistență (asimilare de glucoză, succinat, acetat, malat, propionat, citrat, sensibilitate la acid nalidixic, cefalotină și eritromicină) O gamă atât de largă de proprietăți determinate face posibilă identificarea fiabilă a aproape oricărei culturi Campylobacter Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, informațiile obținute sunt redundante, având în vedere costul ridicat al sistemului de testare, cu greu poate fi recomandată laboratoarelor practice Imunodiagnostic expres Sistemele de testare existente, al căror principiu de funcționare se bazează pe detectarea antigenului Campylobacter în materialul de testat, pot fi împărțite în grupuri: • sisteme de testare pentru ELISA în format clasic: • teste imunocromatografice într-o etapă ELISA nu a găsit o aplicare largă datorită sensibilității sale scăzute în detectarea antigenului Campylobacter în fecale Sistemele de testare imunocromatografice sunt, de asemenea, de puțin folos atunci când este necesară examinarea directă a fecalelor Cu toate acestea, aceste sisteme de testare s-au dovedit foarte bine în detectarea antigenului în mediul de îmbogățire și sunt utilizate pe scară largă în studiile sanitare și bacteriologice ale produselor alimentare Diagnosticul genetic molecular În ultimii ani, ca metodă accelerată de diagnosticare a diferitelor procese infecțioase, se recomandă tot mai mult utilizarea metodelor genetice (PCR, NASBA) Atunci când se investighează focarele, aceste metode se pot dovedi a fi indispensabile; în viitor, utilizarea lor în practica de diagnosticare de zi cu zi nu este exclusă Diagnosticul serologic Metodele de diagnostic serologic nu au fost niciodată utilizate pe scară largă în diagnosticul campilobacteriozei Principalele obstacole sunt marea diversitate antigenică a agenților patogeni, cursul rapid și benign al bolii, absența unei creșteri semnificative a titrurilor de anticorpi la o proporție semnificativă de pacienți Utilizate în diagnosticul serologic al campilobacteriei, sistemele de testare pentru ELISA sau RIF indirect vă permit să determinați atât conținutul total de anticorpi, cât și numărul diferitelor clase ale acestora (IgG, IgM, IgA) Deoarece principalul agent cauzator al compilobacteriozei este C jejuni, trusele de diagnosticare sunt concepute pentru a detecta anticorpi specifici acestui agent patogen, mai rar pentru C jejuni și C coli în total HELICOBACTER TAXONOMIA Potrivit celei mai recente ediții a Manualului lui Bergey de bacteriologie sistematică ( ), familia Campylobacteraceae, precum și familia MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Helicobacteraceae se referă la e-proteobacterii Familia Heticohacteraceae include genurile Helicobacter și WoltneUa Dintre toate speciile din genul Helicobacter, doar H pylori este distribuit pe scară largă în rândul populației (deși există rapoarte separate de infecții la oameni și alte specii de bacterii din acest gen) Genul Helicobacter include de specii biologice înregistrate de bacterii, inclusiv H pylor Alături de specii recunoscute oficial, diverse baze de date conțin zeci de tulpini neclasificate care își așteaptă locul în taxonomia bacteriilor CARACTERISTICI GENERALE H PYLORI H pylori este o bacterie gram-negativă care arată ca o tijă ușor curbată, în spirală sau în formă de S, de până la µm lungime și , - , µm în diametru La microscopie electronică, peretele exterior pare neted Un grup de flageli (de obicei nu mai mult de ) este situat la un capăt al bacteriei Flagelii sunt acoperiți cu o teacă, au o îngroșare terminală (bulb) Prezența flagelilor asigură mobilitatea H pylori în medii lichide și asemănătoare gelului Alături de forma în formă de tijă, există o formă cocică, pe care microorganismul o ia în timpul îmbătrânirii culturii, depozitării acesteia și expunerii la factori de mediu negativi EPIDEMIOLOGIE Infecția cu H pylon este una dintre cele mai frecvente infecții umane Determină dezvoltarea gastritei cronice, este cel mai important factor în patogeneza ulcerului gastric și ulcerului duodenal, limfom gastric de grad scăzut (maltoma) și cancerul gastric non-cardiac Distrugerea (eradicarea) H pylori duce la dispariția infiltratului inflamator în mucoasa gastrică, o reducere semnificativă a frecvenței de recidivă a ulcerului gastric și duodenal, remisiunea histologică a maltomului gastric și, eventual, o reducere semnificativă a riscului de apariție cancer gastric MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI H pylori joacă un rol etiopatogenetic cheie în ulcerele gastrice și duodenale și în gastrita cronică Două boli de localizare extragastrică sunt asociate etiopatogenetic cu H pylori - trombocitopenia idiopatică și anemia feriprivă de etiologie necunoscută Cu aceste patologii, există indicații pentru diagnosticarea și eradicarea H ruiog (Al III-lea Acord de la Maastricht) Asocierea infecției cu H pylori cu alte sindroame nosologice a fost discutată pe larg, dar nu a fost dovedită Boala inflamatorie intestinală, adenom de colon, probabil nu este asociată cu infecția cu H pylori Pacienții cu sindrom de colon iritabil, colită ulceroasă și boala Crohn au tendința de a fi mai puțin probabil să fie infectați cu Hpylori în comparație cu populația generală Bolile sistemului cardiovascular, artrita reactivă, o serie de afecțiuni ale pielii (prurigo nodular, urticarie, unele forme de eczemă) se corelează slab cu infecția cu H pylori DIAGNOSTIC DE LABORATOR Nicio metodă nu este un "standard de aur" independent pentru diagnosticarea infecției cu H pylori Se propune utilizarea unei combinații între izolarea unei culturi pure de H pylori și examinarea histologică a unei biopsii a mucoasei gastrice, care este în conformitate cu recomandările Grupului de lucru european pentru cercetarea H pylori MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Metodele de diagnosticare a infecției sunt de obicei împărțite în invazive [care necesită esofagogastroduodenoscopie (EGDS) cu o biopsie a mucoasei gastrice sau duodenale] și neinvazive (nu necesită biopsie) După natura studiului, testele pot fi grupate după cum urmează: • Determinarea microorganismului, a genomului său sau a produselor reziduale în probele de biopsie ale membranei mucoase și alte materiale de la pacienți: <> - examen bacteriologic; o examen histologic; determinarea antigenelor H pylori în fecale; o-testele rapide de urază; testul o-respirator al ureazei; o Detectarea prin PCR a elementelor genomului H pylori • Diagnosticul serologic - determinarea unui răspuns imun specific; o determinarea anticorpilor în plasma sanguină; ❖ Immunoblotting (detecția anticorpilor la antigenele CagA- și VacA ai H pylori): o-determinarea anticorpilor în secreții și secreții (urină, saliva) Izolarea și identificarea agentului patogen Cea mai fiabilă metodă de diagnosticare de laborator a H pylori implică izolarea și identificarea agentului patogen Metoda bacteriologică permite nu numai identificarea tulpinii de H pylori, ci și clarificarea sensibilității acesteia la antibiotice, ceea ce permite alegerea celui mai eficient regim de tratament pentru pacient Acest lucru este deosebit de important în acele țări în care frecvența de detectare a tulpinilor rezistente la metronidazol este mare Utilizarea pe scară largă a metronidazolului pentru tratamentul ulcerului peptic în Rusia ca "medicament cu activitate reparatorie" a condus la formarea unei rezistențe extrem de ridicate la gi pyologi la acest medicament Probele de biopsie ale membranei mucoase a stomacului și duodenului, precum și materialul obținut în timpul intervențiilor chirurgicale pentru ulcer gastric și duodenal, sunt supuse examinării bacteriologice Biopsiile sunt luate în timpul endoscopiei în condiții stricte de asepsie Probele de organe rezecate sunt prelevate imediat după intervenție chirurgicală în zona corpului și antrul stomacului, bulbul duodenal Materialul de biopsie este plasat într-un tub de tip Eppendorf cu o soluție sterilă de glucoză % și depozitat la frigider la °C până la expediere Este necesar să se asigure că specimenul de biopsie este complet scufundat în soluția de glucoză, deoarece lipirea de peretele tubului poate duce la pierderea viabilității microbiene Într-o soluție de glucoză, H pylori rămâne viabil timp de - ore În acest timp, materialul de biopsie trebuie livrat la laborator pentru inoculare Ca mediu de transport, folosesc soluție NaCl , %, mediu tioglicol pentru controlul sterilității, mediu uscat de transport pentru Campylobacter Este important de reținut că timpul de transport și prelucrare a materialului de biopsie este întotdeauna limitat și este un factor serios care limitează succesul izolării H pylori Materialul de biopsie trebuie prelucrat și cultivat imediat după livrarea la laborator Cele mai bune rezultate se obțin cu inoculare nu mai târziu de - ore după biopsie Odată cu creșterea intervalului de timp dintre luarea materialului și însămânțare la - ore, succesul izolării pilonului H scade de câteva ori Într-un mortar steril de porțelan se adaugă - μl de soluție sterilă de NaCl , %; buclă microbiologică sterilă sau pipetă Pasteur MICROBIOLOGIE PRIVATĂ transferați specimenul de biopsie din eprubeta cu mediul de transport în mortar Triturați cu grijă biopsia cu un pistil, distribuiți omogenatul rezultat peste vasele Petri existente și frecați agarul cu o spatulă (cu atenție, dar fără uscare excesivă) Rămășițele biopsiei sunt transferate într-o eprubetă cu un reactiv pentru a determina activitatea ureazei Fiecare biopsie este însămânțată în paralel pe două plăci Petri cu un mediu nutritiv care nu conține și, respectiv, conține antibiotice La primul dintre aceste medii se adaugă următoarele antibiotice: vancomicina ( μg/ml), trimetoprim ( μg/ml, sub formă de soluție alcoolică) și amfotericină B sau acid nalidixic ( - μg/ml) Columbia și agarul brain-heart sunt folosite ca bază pentru mediul nutritiv pentru izolarea și cultivarea H pylori Înainte de utilizare, la acestea se adaugă - % ser sau sânge defbrinat al unui cal, precum și o soluție % de "IsoVitalex" Utilizarea altor medii nutritive este mai puțin eficientă Incubarea culturilor se realizează în condiții microaerofile la o concentrație de oxigen de aproximativ % În aceste scopuri, este convenabil să utilizați anaerostatele sistemului GasPaclOO* (pentru până la vase Petri de unică folosință) sau GasPakl (pentru până la de vase Petri) După încărcare, anaerostatele sunt plasate într-un termostat la °C, ceea ce este optim pentru creșterea H pylon Termenul de formare a coloniilor în timpul însămânțării inițiale este de - zile Pe mediul nutritiv al sângelui, în zilele - , H pylori formează colonii mici, rotunde, netede, transparente, umede, de aproximativ mm în diametru Dacă sunt necesare studii suplimentare, coloniile primare sunt subcultivate pe agar cu sânge care conține aditivi de creștere și antibiotice și incubate în condiții microaerofile timp de - zile la °C Coloniile de H pylon, obținute ca urmare a inoculării primare a materialului de biopsie, sunt utilizate pentru prepararea frotiurilor și colorarea acestora conform Ifam, precum și pentru efectuarea testelor cu urează, oxidază și catalază Decizia dacă cultura izolată aparține genului Helicobacter se face pe baza morfologiei caracteristice a coloniilor izolate, precum și a microscopiei culturii într-un frotiu colorat cu Gram și a prezenței proprietăților biochimice caracteristice (producerea de urază, catalază și oxidază) Frotiurile colorate cu cadru I sunt microscopate sub imersie în mod obișnuit La microscopie, H pylori arată ca niște tije subțiri, curbate, roz pal În a -a- zi de cultură și cu treceri multiple pot apărea semne de îmbătrânire a culturii - apar tije mai puțin curbate, forme cocice Testul pentru capacitatea de producere a catalazei se efectuează astfel: materialul de cultură de agar este suspendat într-o picătură de soluție de peroxid de hidrogen % pe suprafața unei lame de sticlă, după - s, se formează bule de gaz în suspensia cultura catalazo-pozitivă O cultură zilnică de agar de E coli poate servi drept control pozitiv, iar orice streptococ poate servi ca control negativ Testul pentru capacitatea de producere a citocrom oxidazei se efectuează astfel: o picătură de soluție apoasă % de clorhidrat de tetrametil parafenilendiamină se aplică pe coloniile studiate direct pe suprafața agarului într-o cutie Petri După - s, coloniile oxidazo-pozitive se întunecă Același test poate fi efectuat și pe hârtie de filtru, pe care se aplică o cultură de agar cu buclă și deasupra se pune o picătură de reactiv După - secunde, cultura pozitivă devine violet sau negru Culturile zilnice de agar de E coli (martor negativ) și Pseudomonas (martor pozitiv) servesc drept martori Un test pentru prezența ureazei într-o probă de biopsie sau într-o cultură de agar se efectuează folosind reactivi care conțin uree și un indicator În prezența ureazei MICROBIOLOGIE PRIVATĂ ureea este hidrolizată la amoniac, pH-ul mediului se schimbă pe partea alcalină și culoarea indicatorului se schimbă Mediul standard pentru determinarea activității ureazei este bulionul de uree Christensen % Pe acest mediu nutritiv, reacția devine pozitivă după - de ore Pentru a accelera reacția, s-au propus o serie de modificări: înlocuirea bulionului cu un tampon fosfat, creșterea conținutului de uree la % și utilizarea gel-like substraturi ca bază Acest lucru reduce timpul de studiu la - de minute la % dintre pacienții cu helicobacterioză documentată bacteriologic În alte cazuri, reacția devine pozitivă în - ore Reacțiile ulterioare sunt considerate îndoielnice Coincidența rezultatelor metodei bacteriologice și a testului ureazei în studiul probelor de biopsie se remarcă în marea majoritate a cazurilor Schimbarea culorii reactivului PCI după introducerea unei culturi vii de H pylori are loc rapid - de la - s la min, în funcție de numărul de colonii prelevate pentru studiu Mai lent, de regulă, cocii, proteus și alte bacterii pozitive pentru urază reacţionează în acest test Testul ureazei cu cultura studiată poate fi efectuat în tuburi de microprobe Eppendorf cu capace de , cm sau în godeuri de microplăci pentru reacții imunologice La utilizarea tuburilor tip Eppendorf, capacele trebuie închise imediat după reacție, iar godeurile plăcilor pentru reacții imunologice sunt sigilate cu bandă adezivă transparentă Este imposibil să lăsați tuburile deschise și să închideți celulele plăcilor cu un capac comun, deoarece în acest caz amoniacul eliberat în aer din materialul probei pozitive se va dizolva în lichidul tuburilor sau celulelor învecinate, schimbând pH-ul mediului Fiecare studiu include un control al unui reactiv pur pentru a evalua schimbarea culorii acestuia în timpul perioadei de înregistrare a testului de urează Cu o imagine clinică clară, în cazurile în care morfologia coloniilor izolate și rezultatele colorației Gram a frotiurilor nu sunt îndoielnice, pentru a decide dacă cultura izolată aparține H pylori, se poate limita la efectuarea unui test cu urează Determinarea sensibilității la antibiotice Problema terapiei de eradicare a infecției cauzate de H pylori este relevantă Una dintre principalele cauze ale eșecului în eradicare este rezistența I pylori la medicamentele antibacteriene utilizate A fost descrisă rezistența I pylori la toate grupurile de antibiotice care sunt utilizate în schemele de terapie anti-Helicobacter, inclusiv macrolide, derivați de nitroimidazol, p-lactame, tetracicline și nitrofurani Accentul este pus pe rezistența la claritromicină ca principal antibiotic utilizat pentru eradicarea infecției cu H pylori Conform Acordului de la Maastricht, se recomandă determinarea rezistenței la claritromicină dacă rezistența H pylori la acest antibiotic în populație ajunge la - % precum şi cu ineficacitatea a două cursuri de eradicare Mecanismul de dezvoltare a rezistenței H pylori la claritromicină constă în mutații cromozomiale punctuale care conduc la înlocuirea nucleotidelor în diferite regiuni ale ARNr S, ceea ce duce la afectarea legării antibioticului de celulele țintă În prezent, au fost descrise peste de mutații care determină rezistența H pylori la claritromicină La determinarea sensibilității la antibiotice se folosesc metode clasice pentru studiul unei culturi pure de I pylori și metode biologice moleculare Metodele bacteriologice pentru determinarea sensibilității la antibiotice sunt împărțite în metode de diluție în serie (în agar sau bulion) și metode de difuzie (difuzie pe disc și metoda E-test) Metode de diluare în serie MICROBIOLOGIE PRIVATĂ și testele E vă permit să determinați concentrația minimă inhibitorie a antibioticului Cea mai simplă și convenabilă de utilizat este metoda de difuzie pe disc, care se bazează pe înregistrarea diametrului zonelor de inhibare a creșterii H pylori în jurul unui disc de hârtie cu un antibiotic Metoda de difuzie pe disc este semi-cantitativă și face posibilă subdivizarea tulpinilor de H pylori în trei grupe: sensibile, ușor sensibile și rezistente Evaluarea rezultatelor se realizează folosind criterii elaborate pe baza corelației diametrelor zonelor de inhibare a creșterii și concentrația minimă inhibitoare a antibioticului Metoda de diluare cu agar și testul E au rezultate similare în analiza sensibilității la diferite antibiotice, cu toate acestea, ambele metode nu sunt potrivite pentru monitorizarea rezistenței tulpinilor de H pylon la metronidazol Doar metoda de susceptibilitate a discurilor de hârtie s-a dovedit a fi potrivită pentru studiile de sensibilitate la macrolide și metronidazol Metodele moleculare includ teste bazate pe amplificarea și hibridizarea ARNr S (analiza FISH) Acestea vă permit să obțineți rapid un răspuns, dar au o serie de dezavantaje Într-un număr de cazuri, s-au obținut rezultate care nu au fost de acord cu metoda difuziei pe disc Rezultatele studiului molecular au scopul de a găsi exact mutația care este studiată în această lucrare Este posibil ca datele obținute să nu reflecte nivelul real al mutațiilor specifice responsabile de apariția rezistenței Atunci când se evaluează sensibilitatea H pylori la claritromicină prin metode moleculare, trebuie luat în considerare faptul că nu există întotdeauna o relație directă între mutația identificată responsabilă de rezistența la claritromicină și manifestarea fenotipică a acestei mutații Diagnostic diferentiat Cea mai importantă este diferențierea H pylori de C jejuni Alți membri ai genului Helicobacter sunt rareori izolați de oameni Spre deosebire de agentul patogen intestinal C jejuni, care este capabil să crească la concentrații mari de bilă (până la %) H pylori este sensibil la bilă Reproducerea sa este întârziată de câțiva logaritmi în prezența a , % bilă în mediul nutritiv și se oprește complet în prezența a % bilă , %), majoritatea tulpinilor sunt rezistente la clorură de trifeniltetrozolium la concentrații de până la mg/ml Caracteristici diferențiale ale H pyop N mustelea, C jejuni sunt prezentate în Tabel - Tabelul - Caracteristicile biochimice și culturale ale H pylori, H mustelea, C jejuni Proprietățile H pyloric H mustelae C jejuni Oxidaza ++ Catalaza + + + Urază + + - Hidroliza hipuratului - - + Reducerea nitraților - + + Gum Muggle yutami ltrai spepti daza + + - Fosfataza alcalina + - + Mobilitate în bulion ++ Mobilitate în agar - - + Creștere în condiții microaerobe la °C - - - Creștere în condiții microaerobe la o temperatură de - °С + + + Creștere în condiții microaerobe la o temperatură de °C - + + MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Proprietăţi ale N pylori N mustelae C Ieftini Creștere cu % dioxid de carbon în atmosferă + - +■ Creștere în condiții anaerobe - + + Toleranță la soluție de clorură de sodiu , % - - - Toleranță la , % glicină ++ Toleranță la % glicină - + +■ Toleranță la % bilă - - + Sensibilitate la acidul nalidixic rh h Sensibilitatea la cefalotina h p p Sensibilitate la metronidazol Examen histologic Metoda de examinare histologică a probelor de biopsie este utilizată pe scară largă pentru diagnosticarea bolilor tractului gastrointestinal Descoperirea H pylori a crescut semnificativ numărul de endoscopie cu examen histologic al mucoasei gastrice în întreaga lume Cu o evaluare morfologică complexă a tabloului histologic, medicul patolog poate determina prezența H pylori pe suprafața stratului epitelial, în spațiul submucos și mucus, pe baza morfologiei tipice a acestui microorganism Succesul diagnosticului depinde în mare măsură de efectuarea corectă a biopsiei O singură probă prelevată la o distanță de - cm de pilor în regiunea curburii mici asigură o sensibilitate de cel puțin % pentru determinarea H pylori, două probe (din membrana mucoasă a antrului și corpul stomacului) măresc semnificativ acuratețea rezultatului, biopsii îl fac practic % Examenul histologic este o metodă subiectivă, care poate duce la erori în detectarea și identificarea H pylori Cu toate acestea, patologii cu experiență, folosind scala de gradare oferită de clasificarea îmbunătățită a gastritei Sydney, ating o specificitate a H pylori la nivelul de - % Metodele existente pentru colorarea secțiunilor de țesut conform Wartin-Starry, Giemsa, Ghent oferă rezultate aproximativ egale în ceea ce privește sensibilitatea și specificitatea pentru determinarea H pylori Metoda imunohistochimică de prelucrare a secțiunilor cu anticorpi etichetați specifici împotriva H pylori este utilizată pe scară largă Se propune să fie considerat "standardul de aur" pentru diagnosticarea infecției cauzate de H pylori Cu toate acestea, studiile comparative au arătat că metodele de colorare mai simple, în special colorația Giemsa modificată, nu sunt inferioare metodei imunohistochimice, sunt mai practice și mai accesibile Diagnosticul imunologic expres ELISA folosind anticorpi policlonali la H pylori poate detecta antigenele H pylori în fecale Sensibilitatea sa în perioada de pre-tratament, conform datelor generalizate ale centrelor clinice ale lumii, este de , %, specificitatea - , %, iar în perioada posteradicare de observare a pacienților - , și, respectiv, , % Această metodă este utilizată atât pentru diagnosticul primar al infecției cauzate de I pylori, cât și pentru controlul eradicării În prezent, sunt produse mai multe sisteme de testare bazate pe principiile ELISA și imunocromatografie Aceste sisteme de testare au folosit anticorpi monoclonali la H pylori, adsorbiți pe faza solidă, ceea ce a făcut posibilă creșterea sensibilității și, într-o măsură și mai mare, specificității La diagnosticarea cu aceste sisteme de testare a unei infectii cauzate de H pylori la pacientii cu gastrita atrofica se obtin rezultate comparabile cu cele ale serologiei Cu toate acestea, sunt inferioare testului de respirație cu urează în ceea ce privește sensibilitatea Printre factorii care reduc sensibilitatea metodelor exprese de diagnostic imunologic al infecției se numără sângerarea din tractul gastrointestinal superior, utilizarea inhibitorilor pompei de protoni, terapia cu antibiotice, atrofia și metaplazia mucoasei gastrice Teste accelerate cu ureaza Activitatea extraordinară a ureazei H pylori a oferit baza pentru dezvoltarea unei determinări rapide și selective a acestei bacterii în specimenele de biopsie Principiul metodei este că ureaza secretată de microbi descompune ureea, care este conținută în amestecul de reactivi în care este plasată biopsia, amoniacul eliberat în același timp schimbă pH-ul mediului în partea alcalină și se modifică culoarea indicatorului (roșu fenol) Există multe kituri comerciale de testare rapidă a ureazei disponibile Sensibilitatea și specificitatea testului cu urează sunt semnificativ diferite în perioada pre- și post-eradicare Înainte de tratament, sensibilitatea ajunge la - % (răspunsurile fals-negative sunt - %), specificitatea este de - % (răspunsurile fals-pozitive sunt - %) După un curs de eradicare a H pylori, sensibilitatea testului de urează este în mod clar insuficientă pentru a detecta infecția reziduală De aceea testul ureazei este nepotrivit pentru documentarea faptului eradicării agentului patogen O altă limitare a utilizării testului ureazei este starea de aclorhidrie și utilizarea medicamentelor antisecretorii În aceste condiții, testul nu este suficient de sensibil din cauza suprimării activității ureazei H pylori într-un mediu cu pH ridicat A treia limitare majoră a utilizării testului cu urează este sângerarea din tractul gastrointestinal superior, în care sensibilitatea testului este redusă drastic Sângerarea are un efect redus asupra acurateței testului de respirație cu urează cu uree marcată cu izoton Sensibilitatea testului ureazei (precum și a metodelor bacteriologice și histologice și testul ureazei respiratorii) scade odată cu atrofia și metaplazia larg răspândită a mucoasei gastrice datorită reducerii sau încetării transpirației a colonizării H pylori Deși există mai multe versiuni comerciale ale testului de urează, multe laboratoare pregătesc reactivi pentru a-l efectua singuri Cel mai simplu de preparat și convenabil pentru lucrul cu H pylori este reactivul cu următoarea compoziție: uree - g, soluție de roșu fenol , % - ml, soluție tampon fosfat , M (pH = , ) - până la volumul final ml Reactivul se păstrează la o temperatură de - °C la întuneric (într-un recipient de sticlă închisă la culoare) timp de cel mult săptămâni Pentru a accelera reacția, concentrația de uree poate fi crescută la g Culoarea reactivului trebuie să fie galben închis Înainte de studiu, reactivul se toarnă în - picături în eprubete pentru microsonde sau celule de placă pentru reacții imunologice, apoi se pun acolo probe de biopsie sau se introduc culturi izolate de H pylori cu ansă bacteriologică Contabilitatea reacției se efectuează timp de ore Reacția se desfășoară la temperatura camerei și fiecare eprubetă sau celulă trebuie închisă pentru a preveni eliberarea amoniacului format în mediu și dizolvarea acestuia în probele învecinate Testele pe bază de urază sunt deosebit de utile atunci când este necesară o metodă rapidă de diagnosticare a infecției cu H pylori În prezent, gelul de urează este unul dintre cele mai ieftine și simple Cu ajutorul testelor cu urează, de obicei este posibil să se identifice până la - % dintre pacienții H pylori-pozitivi La astfel de pacienți, dacă este necesar, li se poate prescrie tratament în decurs de oră după endoscopie CAPITOLUL ? MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Testul respirator cu ureaza Testul de respirație cu urează ( rea Breath Test - UBT) se bazează pe înregistrarea activității enzimei ureazei H pylori În mod normal, țesutul stomacal nu conține urază Pacientul ia oral o soluție slabă sau o tabletă de urază ( - mg), marcată cu un izotop de carbon C sau C În prezența H pylon, ureaza bacteriană descompune ureea în amoniac și dioxid de carbon, care sunt absorbite în sânge, carbonul este excretat cu aerul expirat, în care se înregistrează prezența izotopului de carbon C sau C doze mici de radiații radioactive în perioada postoperatorie, în timpul sarcinii, la pacienții din copilărie, precum și în timpul tratamentului cu medicamente antisecretoare Izotopul C este lipsit de radioactivitate și este determinat prin spectrografie de masă, care este utilizată pe scară largă în studii străine pentru diagnosticare epidemiologică și clinică datorită preciziei sale ridicate Sensibilitatea și specificitatea testului respirator cu urează ajung la % Sensibilitatea testului respirator cu urează este afectată negativ de orice tratament care suprimă sau restricționează creșterea H pylori Rezultatele sunt semnificativ subestimate și pot fi fals negative cu inhibitorii pompei de protoni De aceea este necesar să încetați să luați medicamente antisecretorii cu cel puțin săptămâni înainte de test Metaplazie larg răspândită și atrofie a mucoasei gastrice în infecția avansată cauzate de H pylor, reduc sensibilitatea testului de respirație cu urează, precum și alte metode bazate pe determinarea microorganismului și a produselor metabolice ale acestuia Sângerarea din tractul gastrointestinal superior nu afectează rezultatele testului respirator cu urează Din punct de vedere empiric, s-a constatat că administrarea de acid citric înainte de test crește eliberarea de dioxid de carbon marcat cu aerul expirat S-a demonstrat că aportul de suc de mere și o soluție standard de acid clorhidric cu pH = , dă același efect (un mediu moderat acid optimizează activitatea ureazei) Pe lângă fals negative, pot fi înregistrate și rezultate fals pozitive din cauza prezenței microflorei concomitente Astfel de situații sunt rare, dar sunt posibile cu microfloră ureaza-pozitivă în cavitatea bucală și orofaringe De aceea, este recomandat să clătiți bine gura și gâtul înainte de a efectua un test de respirație C Preparatele comerciale de C-uree în ultimii ani au fost produse în pachete dozate - capsule sau sub formă de tablete încapsulate Acest lucru contribuie la standardizarea testului și la reproductibilitatea rezultatelor acestuia Diagnosticare moleculară Metodele de biologie moleculară sunt din ce în ce mai mult introduse în practica clinică, concurând cu succes cu diagnosticul bacteriologic al H pylori Materialul biologic pentru PCR sunt probe de biopsie ale membranei mucoase a stomacului sau duodenului, fecale, saliva, placă și suc gastric (ultimele tipuri de material patologic nu sunt potrivite pentru examenul bacteriologic) Testele pe bază de PCR sunt foarte sensibile și pot detecta între și de celule H pylori Obiectul detectării îl reprezintă secțiuni ale genelor unice ale H pylori - cagA gena vacA b ureazei PCR face posibilă într-un timp relativ scurt să se stabilească faptul că un pacient este infectat și să se stabilească genotipul tulpinilor de H pylori - CagA+ sau CagA- să se ia o decizie asupra tacticii de tratament, precum și să se tragă concluzii cu privire la prognostic a bolii Procesul de carcinogeneză are loc cel mai intens atunci când este infectat cu H pylori cu genotipul VacA sl/ml Dezvoltat modificări ale HGHR pentru determinarea directă a genelor cagA și gasD ale H pylori în probe de material de biopsie, precum și în probe încorporate în parafină Genotiparea folosind PCR face posibilă tiparea și diferențierea tulpinilor de H pylori, ceea ce face posibilă efectuarea studiului epidemiologic al acestora, pentru a distinge cazurile de reinfecție de reapariția infecției Metoda FRET-PCR (Fluorescence Resonance Energy Transfer) dezvoltată recent permite detectarea H pylori în probele de biopsie gastrică și fecale cu o sensibilitate și specificitate de până la % O modificare a acestui test a fost utilizată pentru a determina direct rezistența H pylori la claritromicină în probele de biopsie Diagnosticul serologic Persistența pe termen lung a H pylori în organismul uman duce la acumularea de anticorpi specifici, care pot fi detectați prin multe teste serologice, cel mai frecvent ELISA Multă vreme, metodele serologice de diagnosticare a infecției cauzate de H pylori au avut o importanță limitată, scopul principal al aplicării lor fiind studiile epidemiologice și screening-ul în masă Cu toate acestea, ELISA clasică pentru detectarea în plasma sanguină a pacienților cu imunoglobuline specifice anti-Helicobacter (IgG, IgM, IgA) se îmbunătățește iar sensibilitatea și specificitatea acestuia ajung în prezent la - % Acest lucru a dus la utilizarea crescută a ELISA pentru diagnosticul primar al infecției cu H pylori Dezavantajele acestei metode includ un interval de - zile între momentul prelevării sângelui de la un pacient pentru cercetare și momentul primirii unui răspuns, precum și incapacitatea de a monitoriza rezultatele tratamentului imediat după finalizarea acestuia, deoarece în cazul eradicării H pylon, o anumită perioadă de timp (suficient de lungă) în care concentrația imunoglobulinelor specifice anti-Helicobacter în plasma sanguină va scădea semnificativ Putem vorbi despre un fel de "inerție" a legăturii umorale a sistemului imunitar, atunci când agentul patogen nu se mai află în organism, iar anticorpii specifici împotriva acestuia în sânge se găsesc într-un titru semnificativ diagnostic Opțiunea optimă de cercetare în acest caz este compararea titrurilor de anticorpi specifici anti-Helicobacter înainte de tratament și la - luni după finalizarea acestuia Cu toate acestea, în diagnosticul primar al unei infecții cauzate de H pylori, cu un rezultat pozitiv al unui test serologic și o situație clinică clară (ulcer peptic de stomac sau duoden depistat endoscopic, gastrită erozivă), un singur studiu este informativ Rezultatele fals negative ale testelor serologice se pot datora lipsei de competență imunologică (pacienții care nu sintetizează anticorpi la antigenele H pylori), unui stadiu incipient al infecției sau sensibilității insuficiente a testului serologic utilizat ELISA în fază solidă este cea mai comună metodă de diagnostic serologic al infecției cu hi piiogia este un test neinvaziv, simplu, sensibil și specific În scopuri practice, cel mai adesea, atunci când se efectuează ELISA, un amestec total de antigene H pylori este folosit ca antigene, dar există și variante ELISA specializate pentru determinarea anticorpilor la proteina CagA, citotoxina VacA și urază H pylori Cea mai utilizată metodă pentru determinarea anticorpilor IgG la proteina CagA Detectarea anticorpilor la H pylori indică infecția cu acest agent patogen și poate indica gastrită cronică de tip B ulcer peptic al stomacului și duodenului Seropozitiv până la % dintre adulți MICROBIOLOGIE PRIVATĂ pacienții cu infecție cu Helicobacter pylori (la copii, acest indicator este mai mic, prin urmare metoda serologică este aplicabilă limitat la examinarea pacienților pediatrici) Intensitatea răspunsului imun, de regulă, se corelează cu contaminarea masivă a mucoasei gastrice cu H pylori și tabloul patomorfologic al procesului Există o corelație cu manifestările clinice ale patologiei, dar este mai puțin pronunțată Unul dintre avantajele testelor serologice este capacitatea de a detecta faptul infecției nu numai în forme deschise, ci și subclinice, precum și în stadiul de remisie a bolii Actualitatea utilizării testelor serologice pentru examinarea inițială a pacienților sau screening-ul (studii seroepidemiologice) este fără îndoială Cu toate acestea, tratamentul infecției cauzate de H pylori nu trebuie prescris numai pe baza datelor de diagnostic serologic, se recomandă endoscopia pentru a clarifica diagnosticul, inclusiv la copii Limitări în evaluarea testelor serologice: • teste de gel pozitive la nou-născuți datorită transmiterii transplacentare a anticorpilor, deși sugarul poate să nu fie infectat cu H pylori (seropozitivitatea persistă până la vârsta de aproximativ luni); • testele rămân pozitive timp de - luni după igienizare (eradicarea agentului patogen și în absența acestuia în țesuturi conform rezultatelor examenului bacteriologic); • testele sunt negative în stadiile incipiente ale infecției (înainte de de zile post infecție), în timp ce răspunsul umoral nu sa dezvoltat încă Imunoblotting Western blot a fost utilizat pentru a crea truse de reactivi pentru detectarea anticorpilor la proteinele CagA și VasA ale H pylori (Testul ImmunoBlot recombinant - RIBA, Western Blot, Helicoblot etc ) Metodele combină separarea electroforetică a antigenelor H pyloric și contraprecipitarea ulterioară într-un gel cu anticorpi din serul de testat Testele comerciale de imunoblot sunt mai precise în diagnosticarea infecției cu H pylori decât ELISA convențional Rata de detecție a H pylori la pacienți ajunge la , % Avantajele imunoblotării se remarcă mai ales în cazurile de diagnostic retrospectiv al infecției cauzate de H, pylori, la pacienții cu rezultat negativ la ELISA standard - cu gastrită atrofică, cancer gastric în asociere cu gastrită și cancer gastric fără semne de gastrită Determinarea anticorpilor în salivă, urină și o picătură de sânge În unele țări străine, au fost dezvoltate și sunt produse sisteme de testare ELISA pentru determinarea anticorpilor împotriva H pylori în salivă, urină și o picătură de sânge Rapoartele privind caracterul informativ al acestor teste sunt extrem de controversate, utilizarea lor în practica clinică nefiind recomandată de acordurile de la Maastricht pentru tratamentul infecției cauzate de H pylori APLICAREA CLINICĂ A METODELOR DE DIAGNOSTIC Diagnosticul primar (perioada de pre-eradicare) Consensul internațional (Maastricht) privind tratamentul infecției cu H priovir a definit indicații "foarte recomandate" pentru terapia anti-Helicobacter pylori: • ulcer peptic al stomacului și duodenului (atât în faza de exacerbare, cât și în faza de remisiune), inclusiv ulcer peptic complicat; • MALT-limfom; • gastrită atrofică; • stare după rezecția stomacului pentru cancer; • prezența rudelor de gradul I cu cancer de stomac diagnosticat; • dorința pacienților (după o consultare detaliată cu medicul curant) MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Q Al treilea acord de la Maastricht indică necesitatea unei abordări diferențiate a terapiei de eradicare a dispepsiei neexplorate și investigate Pentru pacienții cu dispepsie neexplorată, se recomandă o strategie de testare și tratament Pacienții cu infecție cu H pylori și dispepsie neulcerativă (funcțională) cunoscută sunt, de asemenea, recomandați pentru eradicarea H pylori Se subliniază că "test-and-treat" este strategia de elecție la toți pacienții adulți cu dispepsie funcțională dintr-o populație cu o prevalență ridicată a H pylori, în timp ce eficacitatea acestei strategii cu o prevalență scăzută a H pylori ( > - % din tulpini pozitive pentru această proprietate "-" - % din tulpini negative pentru această proprietate "dt - - % pozitiv pentru această proprietate a tulpinilor "ND" - testul nu contează pentru diferențierea speciei () - caracteristica se realizează în majoritatea cazurilor V - variabilitate mare MICROBIOLOGIE PRIVATĂ UZH' \ Tabelul - Diferențierea stafilococilor coagulazo negativi semnificativi clinic Nida de stafilococi Pigment Creștere anaerob Creștere aerob K pagulaza Hemoliza Foyataza Npchobiocin Producția de acid în condiții anaerobe manitol maltoză trehaloză manoză S epidermidis - + + - (d) + S - + - + S vizgneru d + + - (d) - S + + + - S haemoliticus d + + - + - S d + + - S hominis subsp hominis d + + - - - S - + d - S hominis subsp hominis novobiosepticus - - + - - - R - + - - S saprofiticus subsp saprophyticus d - + - - - R d + + - Notă: "+" - % din tulpini pozitive pentru această proprietate "-" - % din tulpini negative pentru această proprietate "si" - - % din tulpini pozitive pentru această proprietate "ND" - testul nu contează pentru diferențierea speciei "S" - sensibil cR?> - rezistent MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Indicații pentru identificarea genetică moleculară a SARM: • rezultate îndoielnice la determinarea sensibilității la oxacilină prin metode fenotipice; • cazuri severe de infecții nosocomiale (bacteremie, sepsis), precum și cazuri de eficacitate clinică scăzută la utilizarea antibioticelor oxacilină sau cefalosporinică în tratamentul complicațiilor cauzate de aureus; • izolarea izolatelor clinice de aureus rezistente la - medicamente antibacteriene, pe lângă -lactamine, dar sensibile la oxacilină atunci când se determină prin metoda difuziei pe disc: • o creştere a frecvenţei infecţiilor nosocomiale cauzate de S aureus Rezultatele obținute în determinarea sensibilității la medicamentele antimicrobiene trebuie interpretate după cum urmează: • tulpinile de stafilococi care sunt sensibile la benzilpenicilină sunt considerate sensibile la toate antibioticele -lactamice, medicamentele de elecție sunt naturale și aminopenicilinele; • la depistarea producerii de p-lactamaze și a sensibilității la oxacilină, microorganismul este considerat rezistent la penicilinele naturale și semisintetice, medicamentele de elecție sunt oxacilina, penicilinele protejate cu inhibitori și cefalosporinele din generația I-II Supravegherea epidemiologică a SARM este o parte integrantă a supravegherii epidemiologice a infecțiilor nosocomiale, a căror legătură centrală este monitorizarea genetică moleculară Analiza epidemiologică bazată pe datele sale permite nu numai evaluarea corectă, dar și predicția situațiilor epidemice, prevenind focarele de infecții nosocomiale cauzate de SARM prin măsuri antiepidemice precoce streptococi TAXONOMIA Streptococii formează genul Streptococcus din familia Streptococcaceae (ordinul Lactobacillales, filum Firrnicutes) Analiza moleculară a arătat că distribuția speciilor de streptococi în ceea ce privește activitatea hemolitică, mărimea coloniei și prezența antigenelor de grup și tip nu este întotdeauna în acord cu datele analizei genomului lor În funcție de fenotip, streptococii sunt împărțiți în O-hemolitici și non-O-hemolitici Prima grupă include specii piogene - Str pyogenes, Str agalactiae, Str dysgalactiae, Str equi si Str canis Denumirea specifică este mai precisă deoarece streptococii piogeni includ și specii individuale non- -hemolitice (de exemplu, Str dysgalactiae, subsp dysgalactiae) aproape de Str anginosus, care este clasificat ca streptococ viridescent Streptococii anginosi pe medii nutritive dense formează colonii relativ mici ( , mm) Streptococii piogeni sau -hemolitici sunt grupați în funcție de Lancefield în conformitate cu proprietățile antigenelor polizaharide Totuși, dacă grupa B conform Lancefield este limitată doar la specia Str agalactiae, polizaharida grupului Lancefield A se găsește atât în Str pyogenes și Str dysgalactiae subspecia equisimilis și Str anginos Relația dintre speciile de tulpini și alți antigeni Lancefield este și mai complexă (Tabelele - ) Tabelul - Caracteristicile fenotipice ale streptococilor P-hemolitici [Manual of Glinical Microbioiogy (Redactor șef: Patrick R Murray) - , h ed - Washington: ASM Press, - Voi - P - ] Specie Grupul Lancefield Mărimea coloniei, mm Gazdă Test cu bacitracină Test CAMP Test PIR Formare acetonă (test VP) Hidroliza hipuratului Formare trehaloză sorbitol Str pyogenes A > , uman +■ - + - - + - Str agaiâctiae B > , Om, vacă - + - - - B - Str dysgalactiae, subsp dysgalactiae A, C, G, L > , Animale - - - - - + B Str dysgalactiae, subspecia equisimilis C > , Om - - - - - + - S equi, subspecia equi G > , Animale - - - - - - - S equi, subspecia zooepidemicus A, C, G, F > , Animale, oameni - - - - - - + S caniș E, P, U, V > , Câine, om - + - - - B - S anginosus Negrupabil , Porc, om - + + c + + Notă: "-" - rezultat negativ: "+>■> - rezultat pozitiv; "B" este un rezultat variabil MICROBIOLOGIE PRIVATĂ MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Al doilea grup este speciile non-piogene, în principal a-hemolitice și nehemolitice, dar includ și anumite tipuri de streptococi p-hemolitici Această concluzie a fost făcută pe baza analizei secvențelor de nucleotide care codifică genele ARNr S Streptococii nepiogene includ Str mitis, Str anginosus, Str mutans, Str salivarius si Str bovis Dintre speciile a-hemolitice, un grup separat este Str pneumoniae, care diferă de alți streptococi verzi prin sensibilitatea la optochină și solubilitatea în bilă Grupului Str anginosus cuprinde trei specii - Str anginosus, Str constellatus și Str mtermedius CARACTERISTICI GENERALE Bacteriile din genul Streptococcus sunt gram-pozitive și catalaze negative, au un diametru de aproximativ μm și sunt capabile să crească sub formă de lanțuri de diferite lungimi în medii nutritive lichide Structura peretelui celular este tipică bacteriilor Gram-pozitive Conține peptidoglican care conține glucozamină și muraminoacid și galactozamină ca componentă variabilă Streptococii sunt anaerobi facultativi Pentru creșterea speciilor înrudite cu Str viridians si Str pneumoniae necesită incubare într-o atmosferă care conține % dioxid de carbon Temperatura optimă pentru creștere este de °C Pentru creșterea rapidă a streptococilor, în mediul nutritiv se adaugă sânge sau ser Adăugarea de glucoză și alți carbohidrați în mediul nutritiv lichid îmbunătățește creșterea streptococilor, dar scade pH-ul mediului De aceea ar trebui utilizate medii de cultură tamponate EPIDEMIOLOGIE Streptococii sunt omniprezenti Unele specii sunt comensale și componente normale ale microflorei pielii Cu virulență ridicată, streptococii pot coloniza diverse țesuturi fără manifestări clinice vizibile În multe cazuri, agentul patogen a fost detectat chiar și în cazuri asimptomatice În același timp, infecțiile lor se pot manifesta ca boli invazive extrem de letale Este dificil să găsești o persoană care să nu fi suferit una sau alta formă de infecție cu streptococ în timpul vieții Infecțiile cauzate de streptococi sunt semnificative din punct de vedere medical, din punct de vedere al cantității de prejudicii socio-economice produc pierderi care depășesc pierderile din alte forme nosologice Nu există organe și sisteme ale corpului uman care să nu fie afectate de streptococi Sunt politropice și de aceea sunt relevante pentru multe ramuri ale medicinei În secolul XX Omenirea a experimentat de două ori focare majore de boli semnificative din punct de vedere epidemic: în anii în Asia de Sud-Est a avut loc un focar de "gangrenă streptococică" care a adus milioane de vieți, iar în - au fost marcate de focare de infecții cauzate de streptococii de grup A și B (așa-numitul flux eaimg) în America, Europa de Vest și Scandinavia Aceste boli sunt înregistrate în prezent ca cazuri sporadice în multe țări ale lumii, amintind de amenințarea infecției cu streptococ, iar modificarea observată a tipurilor circulante de agenți patogeni indică posibilitatea unei noi creșteri a incidenței Infecțiile streptococice nu sunt zoonoze clasice, deși majoritatea speciilor au o gazdă specifică Sunt descrise cazuri de transmitere a infecției de la animal la om (Str suis, Str agalactiae) Cu toate acestea, analiza geno- și fenotipică a tulpinilor de origine animală și umană a arătat că tulpinile care provoacă infecția la oameni diferă de tulpinile care provoacă infecția la animale Analiza tulpinilor din grupa B (Str agalactiae) a relevat diferențe genetice semnificative între izolate de diferite origini Tulpinile umane de streptococi din grupele C și G aparțin Str MICROBIOLOGIE PRIVATĂ dysgalactiae subspecia equishnilis, în timp ce tulpinile de la animale aparținând acelorași serogrupuri aparțin Str dysgalactiae, subspecia dysgalactiae, Str caniș, Str equi, subspecia equi și Str equi, subspecia zooepidemicus Rezervor pentru tulpini Str subspecia dysgalactiae equisimilis este umană și transmiterea are loc numai în cadrul populației umane Infecția cu streptococ apare în diferite moduri Speciile patogene (Str pyogenes și Str pyogenes) se caracterizează prin căi de transmitere prin aer și contact Transferul cariogenului Str mutans este transportat de la mamă la copil în copilărie prin salivă Această cale este tipică și pentru infecția invazivă neonatală cauzată de Str agalactiae Adesea, infecția are loc pe cale hematogenă sau în timpul nașterii Este descrisă calea de contact de transmitere a unei infecții invazive neonatale la un copil de la personalul medical care a dat naștere unui alt departament Cauza infecțiilor endogene poate fi streptococii verzi, care fac parte din microflora normală a mucoasei bucale Problema diversității factorilor de patogenitate ai streptococilor rămâne relevantă, face obiectul monitorizării regulate și periodice organizate a incidenței, inclusiv prin utilizarea metodelor de diagnostic molecular În țările UE, există acum programe unificate de monitorizare a streptococilor și a bolilor cauzate de aceste microorganisme Conceptul de supraveghere a patologiei și morbidității infecțioase se bazează, de obicei, pe prevalența agentului infecțios, pe nivelurile de morbiditate, invaliditate și deces și pe cantitatea de daune cauzate anual țării Erorile din această abordare duc la distorsiuni și subestimare a indicatorilor înregistrați În Rusia, din numărul mare de boli cauzate de streptococi, doar scarlatina este înregistrată oficial În Statele Unite, până la de milioane de pacienți cu streptococoză sunt înregistrați anual, costul tratamentului este estimat la miliard de dolari, pe lângă daune și mai mari din pierderile de muncă Dacă extrapolăm aceste date în Rusia, atunci ar trebui așteptați până la - milioane de pacienți anual, cu dezvoltarea complicațiilor în , milioane de cazuri Pe baza specificului și caracteristicilor streptococozei, aceasta ar trebui atribuită infecțiilor pentru care prejudiciul social și economic este destul de pronunțat Incidența infecțiilor de etiologie streptococică este în domeniul de vedere al OMS: nivelurile diagnosticelor de laborator, tehnologiile pentru intervenții terapeutice și preventive sunt în continuă creștere în lume, problemele de patogeneză și epidemiologie moleculară sunt studiate, s-au înregistrat progrese semnificative în studiul geneticii streptococilor În prezent, mai multe țări au început să creeze vaccinuri recombinate pe baza factorilor de patogenitate proteică ai streptococilor din grupele A și B MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Streptococi de grup A ( /g pyogenes) La om, Str pyogenes colonizează predominant mucoasa bucală și pielea, ducând la formarea focarelor primare care sunt rezervoare de infecție Str pyogenes poate provoca atât leziuni superficiale cât și profunde datorită proprietăților patogene și toxice ale acestui microorganism Str pyogenes provoacă amigdalofaringită, impetigo, scarlatina, sindromul de șoc toxic, bacteriemie, sepsis și afectarea țesuturilor moi (erisipel, fascia necrozantă, miozită) Pe lângă bolile enumerate, Str pyogenes poate provoca osteomielita, artrita septica, pneumonia, meningita, endocardita si pericardita MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Complicațiile infecției cu streptococ sunt glomerulonefrita acută, febra reumatică și coreea Tipurile M dominante de streptococi care cauzează aceste forme nosologice sunt tulpinile de serotipuri M și M Copiii și pacienții vârstnici sunt cel mai adesea afectați Grupul de risc include pacienții cu diabet zaharat, infecții virale, pacienți cu boli cardiovasculare și pulmonare cronice, imunodeficiențe, dependenți de droguri Streptococi din grupa B (Str agalactiae) Str agalactiae este cunoscut că provoacă infecții neonatale descrise în două manifestări clinice, și anume, infecția neonatală precoce (sepsis, pneumonie) care se dezvoltă în primele zile de viață ale unui nou-născut și ulterior infecție întârziată (meningită, sepsis) care se dezvoltă între a -a și a -a zi luna din viata unui copil Factorul de risc pentru boala invazivă neonatală este colonizarea tractului urogenital și a colonului mamei Str agalactiae, întâlnită la - % dintre femeile însărcinate La adulți, forma invazivă de infecție apare sub formă de pneumonie, bacteriemie, endocardită, infecții ale tractului urinar, leziuni ale pielii și ale țesuturilor moi și osteomielita Aceste boli se dezvoltă în perioada postpartum, precum și la pacienții cu diabet zaharat, neoplasme maligne și imunodeficiență Grupele de streptococi CC (Str dysgalactiae, subspecia equisimilis) Str dysgalactiae, subspecia equisimilis, provoacă infecții asemănătoare cu cele provocate de Str piogenes Str dysgalactiae, subspecia equisimilis, este asociată cu infecții respiratorii, ale pielii și ale țesuturilor moi și infecții invazive, cum ar fi fasciita necrozantă sindromul de șoc toxic Cazuri de glomerulonefrită poststreptococică și reumatismă acută asociate cu Str dysgalactiae subspecia equisimilis și Str subspecia equi zooepidemicus Grupa Str anginos Specia Streptococcus Str anginosus, Str constellatus și Str acestea fac parte din microflora normală a faringelui, tractului urogenital și intestinal Dezvoltarea abceselor creierului, nazofaringelui și cavității abdominale este asociată cu acești streptococi Str subspecia constellatus pharyngis este cauza faringitei Conform antigenului grupului, tulpinile grupului S anginosus sunt clasificate ca serogrupuri A C, F, G și netipabile Grupa Str mitis Streptococii din acest grup (Str mitis, Str sanguinis, Str parasanguinis, Str gor-donii, Str cristatus, Str oralis, Str infantis, Str peroris și Str pneumoniae') fac parte din microflora normală a mucoasa bucală, tractul intestinal și canalul extern al nașterii la femei Detectarea lor în sânge în absența manifestărilor clinice ale bolii nu necesită terapie cu antibiotice din cauza naturii tranzitorii a bacteriemiei Aceste microorganisme pot face, de asemenea, parte din microflora normală a pielii Streptococii din acest grup cauzează adesea endocardită, sepsis sau pneumonie în timpul chimioterapiei imunosupresoare În grupul eyu Str pneumoniae ocupă un loc aparte în rândul streptococilor viridescenți în ceea ce privește semnificația lor clinică și diferența față de streptococii Str mitis De aceea, caracterizarea detaliată a Str pneumoniae trebuie descrise separat, având în vedere semnificația lor epidemiologică și clinică ridicată Str pneumoniae este cel mai frecvent izolat din tractul respirator Aceste microorganisme sunt agenții cauzali ai pneumoniei, meningitei, otitei medii, sinuzitei și, în cazuri rare, peritonitei Colonizarea căilor respiratorii este adesea însoțită de transportul pe termen lung a Str peitopiae la copii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ A z Grupa Str salivare Grupul de streptococi Str salivarius includ Str salivarius si Str vestibularis Str salivarius poate provoca bacteriemie, endocardită și meningită Str vestibularis nu este asociat cu o patologie specifică Izolarea lor de sânge este strâns corelată cu neoplazia interstițială Grupa Str mutans Str mutans si Str sobrinus este de obicei izolat de cavitatea bucală Str mutans este agentul etiologic al cariei dentare Str criceti si Str ratti este extrem de rar la om, în timp ce Str downei, Str ferus, Str tasasae si Str hiovaginabul se găsește numai la animale Grupa Str bovis Acest grup de streptococi include Str equinis, str gaUatyficus, Str infantanus și Str alactolyticus, care se găsesc în sângele pacienţilor cu bacteriemie, sepsis şi endocardită, precum şi în neoplasmele interstiţiale (Str gallolyticus, subsp gallolyticus') şi meningite (Str gallolyticus, subsp pastenanus) Cele mai mari modificări taxonomice au avut loc în acest grup de streptococi Alți streptococi găsiți în material patologic Unele specii inițial patogene pentru animale se găsesc ocazional la oamenii care au contact strâns cu animalele Str suis, Str porcinus si Str iniae aparțin acestei categorii de microbi Str suis este un agent patogen al porcilor, dar în unele cazuri apare la persoanele bolnave cu meningită și bacteriemie Str suis poate fi pozitiv pentru antigenele R, S sau T Str porcinus (grupele Lancefield E, P U sau V) este, de asemenea, un agent patogen al porcilor Str iniae este patogen pentru pești și nu aparține niciunuia dintre serogrupurile Lancefield Această specie se găsește în infecțiile țesuturilor moi, endocardită și meningită la persoanele implicate în procesarea peștelui DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al infecțiilor streptococice umane se bazează pe principiile tradiționale ale bacteriologiei, implicând detectarea agentului patogen în materialul clinic (în acest scop, bacterioscopie, izolarea pe medii nutritive, detectarea antigenelor streptococice prin teste imunologice și a genomului acestora prin metode de diagnostic molecular) ) și identificarea seroconversiei specifice la pacienți Caracteristicile diagnosticului de laborator al infecțiilor streptococice se datorează diversității acestor bacterii, ceea ce dictează necesitatea utilizării diferitelor metode pentru identificarea și tiparea lor În etapa finală a studiilor de laborator, sarcina este de a determina sensibilitatea streptococului izolat la medicamentele antimicrobiene pentru a selecta regimul optim de tratament pentru pacient Bacterioscopie Deoarece streptococii percep coloranții cu anilină bine, metodele convenționale (în primul rând colorația Gram) sunt folosite pentru a colora frotiurile de material clinic Detectarea streptococilor în materialul clinic Ca metode exprese pentru diagnosticarea infecțiilor streptococice din grupele A și B, o serie de companii produc în prezent teste imunocromatografice într-o etapă Acestea vă permit să efectuați cercetări rapid (în termen de - minute) MICROBIOLOGIE PRIVATĂ material clinic, foarte specific și sensibil Scopul lor principal este screening-ul Obținerea unui rezultat negativ în aceste sisteme de testare nu exclude prezența infecțiilor streptococice la pacientul examinat (acest lucru trebuie confirmat prin alte metode de diagnostic de laborator) Izolarea și identificarea excitatorului Streptococii hemolitici sunt foarte pretențioși cu mediile nutritive Bulionul Todd-Hewitt și geloza cu sânge Columbia sunt utilizate în mod obișnuit ca medii standard Când cresc streptococi de grup A pentru tiparea lor M, neopeptona este adăugată în bulionul Todd-Hewitt, care inhibă activitatea enzimelor care hidrolizează proteina M Adăugarea a - % extract de drojdie în bulionul Todd-Hewitt stimulează creșterea bacteriilor Culturile de streptococi din focare cu prezența probabilă a florei purtătoare de grame cresc mai bine în prezența antibioticelor Geloza cu sânge Columbia care conține colistină ( µg/mL) și acid nalidixic ( µg/mL) nu susține creșterea bacteriilor gram-negative, dar stafilococii sau corinebacterii cresc bine pe ea La înlocuirea acidului nalidixic cu acid oxolinic ( µg/ml), este inhibată creșterea bacteriilor gram-negative, stafilococilor și corinebacteriilor Se crede combinația de trimetoprim ( , µg/ml) și sulfametoxazol ( , µg/ml) în agar sânge pentru a îmbunătăți creșterea streptococilor de grup A Combinația de neomicină cu polimixină B nu afectează semnificativ creșterea streptococilor de grup A, dar inhibă creșterea altor bacterii prezente adesea în materialul colectat din tractul respirator superior Adăugarea de gentamicină ( ug/ml) și acid nalidixic ( ug/ml) la mediul nutritiv lichid îmbunătățește creșterea streptococilor de grup B Când inoculați materialul de testat dintr-un tampon pe o placă de agar cu sânge, rulați tamponul pe o zonă de x cm la marginea plăcii Din acest punct, materialul trebuie distribuit într-o buclă în direcții diferite pentru a obține colonii izolate Puncțiile bucle în agar permit creșterea în profunzime, ceea ce îmbunătățește p-hemoliza tulpinilor de streptococ care în condiții aerobe exprimă slab hemolizina Hemoliza profundă este caracteristică streptolizinei-O, care este sensibilă la oxigen Când se încearcă izolarea bacteriilor din materialul "rar", pe lângă cultura primară, este de dorit să se efectueze o cultură paralelă pe medii nutritive lichide selective sau medii de îmbogățire La examinarea purtătorilor sănătoși, utilizarea mediului de îmbogățire crește frecvența de detectare a streptococilor cu - % comparativ cu rezultatele culturilor primare Gioia din abcese, fluid din zona erizipelului sau alt material de testat cu un conținut probabil scăzut de patogen poate fi semănat imediat într-un mediu nutritiv lichid îmbogățit În infecțiile faringiene, culturile de salivă pot conține streptococi hemolitici, dar culturile faringiene sunt mai fiabile Dacă sarcina este de a izola numai streptococul hemolitic din materialul de testat, este mai bine să folosiți inocularea pe agar cu sânge cu cristal violet, care inhibă creșterea stafilococilor Mediile de cultură selective care conțin antibiotice inhibă creșterea tuturor microorganismelor gram-negative fără a afecta negativ formarea coloniilor de streptococi Prin inhibarea creșterii microbilor concurenți, mediile de cultură selective cresc frecvența de izolare a streptococilor hemolitici atunci când se lucrează cu material de testat care conține o cantitate mică de streptococi hemolitici Incubarea materialului la - °C timp de ore în condiții aerobe pe plăci de agar cu sânge (sânge de oaie sau MICROBIOLOGIE PRIVATĂ cal) este standardul general acceptat pentru izolarea streptococilor hemolitici din grupele A, B, C, F și G Viteza de creștere a streptococilor din grupele A și B poate fi crescută prin incubarea plăcilor inoculate într-o atmosferă care conține % dioxid de carbon, sau în condiții anaerobe Mediul anaerob stimulează creșterea streptococilor și are un efect inhibitor asupra stafilococilor, Haemophilus influenzae și bacteriilor coryne În același timp, formarea zonelor de hemoliză este accelerată datorită producției de streptolizină-O Plăcile care nu prezintă semne de creștere a streptococilor după ore de incubație se recomandă să fie incubate încă - de ore Cele mai multe colonii tipice ale streptococului de grup A au formă rotundă, cu o margine netedă și un diametru de , - mm sau mai mult Există trei tipuri de colonii de streptococi - lipicioase, opace și strălucitoare Coloniile mucoase sunt de obicei mai mari ca dimensiuni, adesea se unesc și arată ca picături de apă Astfel de colonii sunt tipice pentru tulpinile care produc o cantitate mare de acid hialuronic pentru a construi o capsulă Coloniile opace, denumite uneori submucoase, sunt adesea rezultatul uscării coloniilor de mucus, plate, cu o suprafață neuniformă Coloniile strălucitoare sunt mai mici și bombate Mărimea coloniilor variază de obicei între tulpinile diferitelor grupuri Streptococii p-hemolitici din grupa piogenă (Str pyogenes Str agalactiae, Str dysgalactiae subspecia equisimilis) formează colonii mai mari de , mm după ore de incubație când cresc pe un mediu nutritiv dens Pentru formele -hemolitice ale Str anginosus se caracterizează prin colonii cu dimensiuni mai mici de , mm, cu un miros specific de caramel sau caramel datorat producției de diacetil Str agalactiae formează colonii mai mari cu o zonă relativ mică de hemoliză, spre deosebire de alți streptococi p-hemolitici din grupul piogen Există forme nehemolitice ale Str agalactiae, asemănătoare enterococilor Mărimea zonei de hemoliză din jurul coloniilor de Str pyogenes depășește de obicei diametrul coloniei de - ori La unele tulpini, zona de hemoliză este mai largă, la altele este reprezentată de un inel îngust Majoritatea streptococilor p-hemolitici din grupul piogen provoacă liza completă a globulelor roșii Cu toate acestea, în jurul coloniilor unor tulpini apare o culoare verde, asemănătoare a-hemolizei La astfel de tulpini, liza completă a eritrocitelor are loc după incubare prelungită sau incubare în condiții anaerobe Când se studiază proprietățile hemolitice și morfologice ale streptococilor, ar trebui să se țină cont de influența componentelor mediului, grosimea agarului, concentrația și originea sângelui și atmosfera de incubație Utilizarea sângelui uman nu este recomandată, deoarece conține adesea anticorpi împotriva streptococilor și afectează negativ incubația acestora Coloniile cenușii nehemolitice sunt tipice pentru Str bovis si Str salivare Studiul atent al morfologiei și proprietăților hemolitice ale coloniilor este important pentru confirmarea diagnosticului de infecție streptococică și izolarea tulpinilor Pentru a diferenția streptococii de alte bacterii hemolitice, ar trebui să se recurgă la microscopia frotiurilor colorate cu Gram din coloniile crescute În același scop, se folosește un test de catalază (streptococii sunt catalaze negativi) Identificare și dactilografiere Identificarea grupului de streptococi conform Lancefield Antigenul specific de grup al majorității streptococilor este o polizaharidă localizată în peretele lor celular Poate fi determinat prin ser specific grupului folosind reacția de precipitare, RGA, imunofluorescență și ELISA Există diferite metode de extracție a polizaharidelor de grup, inclusiv acizii clorhidric și azotos, formamidă, auto- prin clavizarea unei suspensii de streptococi în soluție de NaCl , %, precum și utilizarea enzimelor și a lizinei asociate fagilor Reacția de precipitare are o serie de variante: precipitare inelară, precipitare capilară, reacție de dublă contradifuzie sau imunoelectroforeză pe gel Reacția de aglutinare poate fi efectuată ca aglutinare directă, coaglutinare sau aglutinare cu latex (folosind o suspensie de stafilococi încărcați cu anticorpi specifici grupului care conțin proteina A sau particule de latex calibrate) Antigenul de grup B conform Lancefield se găsește numai în tulpinile de Str agalacticae Antigenul de grup F permite identificarea tulpinilor aparținând Str anginos Antigenele de grup A, C și G indică necesitatea identificării ulterioare a speciilor de tulpini folosind analiza genetică moleculară În prezent, există multe tipuri de analiză rapidă pentru diferențierea streptococilor, în funcție de detectarea unui antigen de grup direct în materialul primar Cele mai aplicabile teste folosesc IgG specifice grupului fixate pe particule de latex calibrat sau pe suspensii de celule S aureus care poartă proteina A ca receptor pentru IgG la suprafață În același timp, timpul necesar pentru diagnostic este redus la - C min, ceea ce joacă un rol important în numirea în timp util a unei terapii antibiotice eficiente Identificarea fenotipică a streptococilor Testele fenotipice descrise mai jos sunt în plus față de identificarea grupului de streptococi A Testul cu bacitracină Str pyogenes, spre deosebire de alți streptococi O-hemolitici, este foarte sensibil la bacitracină Testul cu bacitracină poate fi utilizat pentru a identifica Str pvogenes, deoarece tulpinile | -hemolitice ale altor specii de streptococi, care pot conţine antigen de grup A, sunt rezistente la bacitracină Se consideră că dacă nu există o creștere a [streptococilor -hemolitici în jurul discurilor cu bacitracină ( , UI) plasate pe suprafața agarului, tulpina de testat este Str piogenes Dimensiunea zonei de pipernicie din jurul discului este irelevantă Incubare optimă pe placă timp de - ore la °C într-o atmosferă care conține % dioxid de carbon Există discuri comerciale cu bacitracină Cu toate acestea, trebuie avut în vedere faptul că datele publicate privind detectarea în Europa a izolatelor rezistente la bacitracină de Str piogenes B Testul PIR Metoda de determinare a apartenenței la grup Str pyogenes se bazează pe capacitatea lirolidonilaminopeptidazei streptococice (PIR) de a hidroliza -pirolidonil-p-naftilamidă la p-naftilamină, care devine roșie în prezența unui reactiv special Aproximativ % din tulpinile de Str pyogenes dau o reacție PIR pozitivă Deși Str ipiae si Str pordnus sunt și PIR-pozitive, sunt extrem de rare în materialul clinic, deoarece sunt specii asociate cu patologia animală O serie de bacterii din genurile catalaze negative (Enterococcus, Aerococcus, Abiotrophia Gemella, Lactococcus) dau de asemenea o reacție PIR pozitivă Cu toate acestea, ele nu pot interfera cu determinarea Str pyogenes datorită morfologiei sale caracteristice Spectrul larg de bacterii non-greptococice PIR-pozitive limitează utilizarea acestui test Există o serie de versiuni comerciale ale testului PIR care au aceeași sensibilitate și specificitate care pot fi utilizate în diagnosticul bacteriologic B Testul de hidroliză a hipuratului Capacitatea de a hidroliza hipuratul este un test suplimentar pentru identificarea Str agalactiae Când se efectuează, o suspensie de celule bacteriene într-o soluție % de hipurat de sodiu se păstrează timp de ore la o temperatură de °C Produsul de hidroliză al hipuratului este determinat de aspect MICROBIOLOGIE PRIVATĂ violet după adăugarea reactivului ninhidrin Pe lângă Str agalactiae, unii streptococi viridescenți sunt capabili să hidrolizeze hipuratul G Testul Voges-Proskauer Testul detectează formarea acetonei în timpul fermentației glucozei de către tulpini de Str anginosus cu antigene de grup A, C sau G conform Lancefield și le permite să fie diferențiate de tulpini cu antigene de grup identice, dar aparținând altor tipuri de streptococi Tulpina de testat se inoculează în ml de mediu VP și se incubează la °C timp de ore, apoi se adaugă în tub % soluție de a-naftol și % soluție de hidroxid de potasiu și se păstrează la temperatura camerei timp de de minute Un rezultat pozitiv este determinat de aspectul unei culori roz-roșu E [^-Testul glucuronidază Detectarea activității [i-glucuronidazei în tulpini de Str dysgalactiae subspecia equisimdis care conține antigenul de grup C sau G conform Lancefield face posibilă diferențierea acestora de tulpinile de Str anginosus cu același grup de antigene Pentru efectuarea testului rapid se folosesc truse comerciale E Testul Optochin Testul este utilizat în principal pentru identificarea tulpinilor opgo-chin-sensibile de Str pneutopiae Alături de tulpini optochină-sensibile, tulpini rezistente de Str pneumoniae, precum și izolate optochin-sensibile ale Str mitis Discurile cu optochin sunt aplicate pe suprafața plăcii de sânge și incubate timp de - de ore într-o atmosferă care conține % dioxid de carbon Izolatele susceptibile la optochină produc zone de inhibare a creșterii de cel puțin mm cu un disc de mm care conține ug de optochin sau zone de inhibare a creșterii de cel puțin mm cu un disc de mm Dacă zona de inhibiție este de - mm cu un disc de mm, tulpina trebuie retestată folosind o cultură pură Pentru efectuarea testului se folosesc discuri comerciale cu optochin G Test colorimetric StrepSwift Este un card cu ferestre de testare pentru a detecta piroglutamații-nopeptidaza, leucina aminopeptidaza și esculinaza în cultura testată Prin prezența acestor enzime, este posibil să se determine dacă izolatul aparține cocilor gram-pozitivi catalaze-negativi și să se efectueze diferențierea lor primară Rezultatele sunt evaluate la minute după introducerea suspensiei culturii de testare în ferestrele de testare Serotipare streptococică Serotiparea streptococilor de grupa A Tipizarea streptococilor este esentiala in studiul nefritelor si reumatogenitatii tulpinilor de grupa A si supravegherea epidemiologica a focarelor Separare Str pyogenes în serotipuri se bazează pe identificarea antigenelor proteice cunoscute ca proteine T-, OF- și M-proteine Cea mai importantă este proteina M, un marker antigenic foarte specific și principalul factor de virulență al Str piogenes Imunitatea postinfecțioasă la streptococii de grup A este asociată cu formarea de anticorpi specifici de tip la proteina M Unele tipuri M de streptococi produc, de asemenea, o altă substanță specifică tipului numită factor de opalescență Deoarece specificitatea antigenică a proteinei M și factorul de opalescență se corelează în % dintre tipurile de streptococi ambele proteine sunt importante pentru diagnostic A Tastarea T Tiparea T este efectuată în reacția XGA pe sticlă folosind un set de seruri anti-T, atât combinate (T, U, W, X, Y, Z) cât și monovalente Sunt produse kituri comerciale din ambele seruri Cu toate acestea, domeniul lor de aplicare este destul de restrâns Pentru reacție se folosesc suspensii stabile de streptococi Culturile de aglutinare spontană trebuie pretratate cu tripsină Există aproximativ de variante ale modelului T-antigenic al tulpinilor B Tipare folosind reacția de opalescență a serului Prezența sau absența unui factor de opalescență (factor OF) este o constantă microbiologie PRIVATĂ caracteristic oricărei Str de tip M pyogenes Toate tipurile M pot fi împărțite în OB-pozitive și OB-negative Factorul de opalescență este detectat în stratul supernatant al culturii de bulion și în extractele din culturi de streptococi obținute prin tratare cu acid clorhidric sau dodeil sulfat de sodiu Ser de cal, bovin sau porcin este utilizat ca cy c grata pentru activitatea factorului OF Tiparea OF se bazează pe suprimarea specifică a reacției de opalescență a serului de către un antiser care conține anticorpi anti-OF specifici de tip Există diferite metode de tipare OF: agar, tub și microplacă În practica clinică, tiparea OF nu este utilizată, deoarece pentru a determina acest factor este necesar să se mențină o colecție de de seruri anti-OB, ceea ce doar centrele înalt specializate o pot face Dezavantajele tipării OF includ imposibilitatea utilizării metodei de identificare a celor mai comune tulpini OF-negative de Str piogenes B Tastarea M Serotiparea bazată pe diferențele antigenice ale proteinelor M asociate cu eterogenitatea secvenței de aminoacizi a regiunii lor N-terminale a devenit principala (mai ales în epidemiologie) metodă de clasificare intraspecifică a Str piogenes Peste de serotipuri M de Str piogenes Dezavantajele acestei metode: necesitatea unui număr mare de seruri de probă de înaltă calitate, imposibilitatea tipării tulpinilor care exprimă slab proteina M și exprimă proteina M de tip necunoscut Tiparea M se realizează folosind mai multe abordări • Reacția de precipitare a gelului între antigenul M și antiserul specific de tip este utilizată pentru a identifica Str de tip M piogenes Reacția este considerată pozitivă dacă extractul de acid clorhidric al tulpinii de streptococ dă o bandă de precipitare clară în gel cu un singur antiser specific de tip M adsorbit Această metodă permite, de asemenea, utilizarea de antiseruri M neadsorbite (dacă sunt disponibile controale adecvate), care este unul dintre avantajele reacției de precipitare a gelului de agar • Test bactericid, care se bazează pe efectul antifagocitar al proteinei M a streptococului și neutralizarea acesteia prin anticorpi specifici tipului Există două tipuri de teste bactericide Testul indirect servește la identificarea sau confirmarea tipului M al tulpinii studiate Pentru formularea sa se folosește sânge uman normal, cât mai lipsit de anticorpi tipici, iar serul anti-M hiperimun adăugat ar trebui să opsonizeze tulpina studiată, adică să promoveze fagocitoza celulară Testul direct nu folosește seruri standard În funcție de capacitatea tulpinii studiate de a se multiplica în sânge normal în absența anticorpilor anti-M specifici tipului, se determină conținutul de proteină M Cu acest test, puteți crește dramatic cantitatea de proteină M din tulpinile de Str piogene cu un conţinut iniţial scăzut Configurarea unui test bactericid este destul de laborioasă și necesită timp Este utilizat în circumstanțe speciale, de exemplu, pentru a verifica noi tipuri M de streptococi Un domeniu important de aplicare al testului bactericid este selectarea tulpinilor pentru producerea serurilor tipice anti-M Cu numărul tot mai mare de noi serotipuri M aflate în mod constant descoperite (până în prezent, au fost descoperite mai mult de de variante imunologice ale proteinei M), nu mai există niciun laborator practic în lume capabil să efectueze un proces cu drepturi depline MICROBIOLOGIE PRIVATĂ serodiagnostica Str pyogenes pentru proteina M Metodele de tipizare genetică moleculară devin din ce în ce mai atractive, deoarece implementarea lor nu necesită un panou larg de seruri imune, pregătirea inoculelor standard, depozitarea la o temperatură de - °C, selecția donatorilor universali care nu au anticorpi pentru majoritatea streptococilor serotipuri, ca la efectuarea unui test bactericid Serotiparea streptococilor de grup B Dacă detectarea unui antigen de grup în acesta este suficientă pentru a clasifica o tulpină ca streptococi de grup B (GBS), atunci pentru identificarea intraspecifică a tulpinilor de GBS, caracteristicile capsulei exterioare, care este considerată principala factorul de virulență, sunt utilizați Multă vreme, între GBS s-au distins trei serotipuri - I, II, III, apoi nouă serotipuri - Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII Recent, a fost descoperit un nou antigen, desemnat cu numărul IX Capsula tuturor tipurilor cunoscute de GBS include reziduuri de glucoză, galactoză și acid N-acetilneuraminic (sialic); capsula conține N-acetilglucozamină, cu excepția tipurilor VI și VIII Ramnoza a fost găsită în capsula serotipului VIII Proprietățile antigenice ale unei polizaharide tipice sunt afectate nu numai de compoziție, ci și de ordinea în care componentele sunt combinate într-o structură polimerică, precum și de raportul lor De exemplu, într-o capsulă de tip V semnificativă clinic, glucoza, galactoza, N-acetilglucozamină și acidul sialic sunt prezente într-un raport de : : : , iar într-o capsulă de tip II, aceleași componente, dar într-un raport de : : : Metodele de rutină pentru tiparea intraspecifică sunt identificarea serologică a tulpinii GBS prin neutralizare capilară sau precipitare cu agar Aceste metode sunt ușor de realizat, dar au dezavantaje datorită necesității de a obține seruri monospecifice purificate pentru toate sau cel puțin pentru principalele tipuri - astfel de diagnostice sunt posibile numai în instituțiile științifice profilate Creșterea numărului de serotipuri GBS complică și mai mult posibilitățile de serotipizare În diagnosticul GBS, se poate utiliza determinarea antigenelor proteice Anterior, două peptide de suprafață, | - și a-antigene, au fost găsite în GBS Concepția greșită inițială că acești antigeni sunt variante antigenice ale aceleiași proteine (proteina C) a condus la desemnarea tulpinilor de diferite serotipuri ca Ct sau Cp Genotiparea a demonstrat că acești antigeni sunt proteine independente, independente genetic Proteina C apare ca un set de cel puțin cinci variante imunologice diferite, care, pe lângă antigenul α în sine, includ proteine asemănătoare α și d/ , antigenele α ale familiei sunt prezenți în - % a tulpinilor GBS [ -Antigen - receptor de imunoglobulină A, omogen imunologic și apare doar la - % dintre tulpini, aparținând în principal serotipurilor I și II Metode de diagnostic genetic molecular Apariția unor noi metode moleculare pentru diagnosticarea intraspecifică a streptococilor, cum ar fi tiparea ewzzz, tiparea multiplex pentru genele polizaharidelor capsulare și tiparea MLST, este de natură să reducă valoarea diagnostică a tipării streptococilor bazate pe detectarea proteinelor de suprafață prin metode imunologice în viitorul apropiat Emm genotipare Str piogenes Diferențele antigenice în proteinele M se datorează eterogenității secvenței de aminoacizi a regiunii lor N-terminale Această proprietate este determinată de eterogenitatea secvenței de nucleotide a capătului b' al genei etm care codifică proteina M În acest sens, pentru clasificarea tulpinilor de Str pyogenes a dezvoltat o metodă de tipare ewm bazată pe analiza secvenței de nucleotide a capătului ' al genei ett Să-l efectueze din tulpina studiată prin metoda expresă sau cu fenol tradițional MICROBIOLOGIE PRIVATĂ '- Primer ett secv emm-tip emm-subtip Primer # eu Secvențierea Primer # PCR Peptidă semnătură bp de perechi Orez - Schema pentru determinarea emm-til și tl-subtip ADN-ul genomic este izolat prin extracție cu cloroform Apoi, folosind primeri '-TArT(C/G)GCTTAGAAAATTAA- ' și '-GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT- ' (primerii nr și nr ), un fragment al genei ett este amplificat (Fig - ) ) Folosind primerul '-TATTCGCTTAGAAAATTAAAAAACAGG- ' (primer ett seq ), regiunea hipervariabilă de la capătul ' al genei ett este secvenţiată Pentru fiecare tastare, se utilizează bp amplificat care codifică un fragment al proteinei M, începând cu primul său aminoacid Secvența permeată ( bp) este comparată cu secvențele de tip e/ltp disponibile în baza de date (ftp://ftp cdc gov/pub/intecticus diseases/biotech/tsemni) Pentru a concluziona că o tulpină aparține unui anumit tip em/n, este suficientă secvența genei de bp ett care codifică primii de aminoacizi ai proteinei M mature (vezi Fig - ) Dacă omologia acestei regiuni cu secvențe de genotipuri em/l cunoscute este mai mică de %, CDC va atribui un nou genotip e/kte tulpinii Subtipul ETcat este determinat de secvența de la a -a la a -a nucleotidă a amplificării Orice mutații și substituții de nucleotide individuale din această secvență sunt motive pentru atribuirea unui nou subtip eww De exemplu, abrevierea "ett " înseamnă că Str pyogenes aparține filumului etm și subtipului ett Standardizarea metodei ett-typing și reproductibilitatea rezultatelor permit monitorizarea fiabilă a Str piogene izolate în momente diferite în regiuni diferite În Africa, cele mai comune tulpini de Str pyogenes etmi și ettn , în Asia - etti și ett Cele mai invazive tulpini de Str pyogenes în Asia și America Latină - empi și emp , în SUA pe locul doi ocupă tulpinile de tip erct În Asia, tulpinile etmi și ett sunt mai des asociate cu bolile de piele, în Africa - ett , ettI , ett' și ett in America Latina - ett si da/l În Rusia au fost efectuate anchete ale instituțiilor pentru copii și ale grupurilor militare În special, s-a constatat că tipurile e/l dominante ale Str piogenele izolate de la copiii din Sankt Petersburg sunt emm ( %), em! ( %), emm ( %) și emmi ( %) Astfel de informații permit, într-o anumită măsură, evaluarea situației epidemiologice și a circulației agenților patogeni de diferite tipuri Tehnologia ewn de tastare este folosită în principal pentru tulpini de Str piogenes Cu toate acestea, o serie de elg/l-tipuri de serogrupuri de streptococi C și G au fost, de asemenea, incluse în baza de date de e/l/l-tipuri, a căror tehnologie de analiză este similară Datele despre tiparea streptococilor din grupele C și G sunt împrăștiate și nu sunt sistematizate, corpul principal de date este disponibil numai pentru tulpinile de Str piogenes Genotiparea streptococilor de grup B Structurile genetice care determină sinteza capsulei sunt localizate compact într-o regiune a genomului GBS și sunt reprezentate de - gene unidirecționale Majoritatea genelor sunt foarte conservate Un locus capsular tipic are următoarea structură: • gene reglatoare; MICROBIOLOGIE PRIVATĂ • gene care codifică lungimea lanțului polimeric și exportul acestuia; • gene care codifică enzime care determină ansamblul componentelor capsulei (glicoziltransferaza); • gene care codifică enzime care determină polimerizarea (polimeraza); • gene care codifică proteine responsabile de transportul și sinteza monozaharidelor În partea de mijloc a regulonului capsular sunt localizate regiunile cele mai eterogene - genele cspG la cspK, care codifică enzime, în principal glicoziltransferaze, responsabile de legăturile interstructurale ale componentelor capsulei și de determinarea diferențelor antigenice ale acestora Diferențele genetice dintre serotipuri au făcut posibilă dezvoltarea abordărilor de diagnostic molecular bazate pe PCR multiplex, care este o PCR standard cu utilizarea simultană a unui set de primeri pentru gene care codifică diferite antigene capsulare Primerii sunt selectați în așa fel încât, pe baza mărimii produsului PCR, să se poată concluziona că tulpina studiată aparține unui anumit serotip Această abordare se bazează pe utilizarea a două seturi de primeri Primul amestec conține primeri pentru serotipurile Ia, Ib, II, III și IV iar al doilea - pe serotipurile V VI, VII și VIII Primerii dltS-F și dkS-R pentru gena dltS specifică pentru GBS sunt propuși a fi utilizați ca martori pozitivi (Tabelele - ) Astfel, pentru a determina tipul de tulpină GBS, este suficient să se efectueze trei PI țP care este disponibil oricărui laborator modern de diagnostic Tiparea multilocus a streptococilor Una dintre cele mai recunoscute metode de diagnostic molecular astăzi este genotiparea multilocus (MLST) Această metodă constă într-o analiză comparativă a secvenţelor de nucleotide ale celor mai eterogene fragmente de ADN ale tulpinilor aceleiaşi specii În prezent, sunt cunoscute baze de date MLST (http://www mlst net http://pubmlst org) care permit monitorizarea epidemiologică a tulpinilor multor microorganisme patogene, MLST are multe avantaje față de alte metode de tipare Se caracterizează prin specificitate și fiabilitate ridicate, reproductibilitatea absolută a rezultatelor, standardizare aproape completă Metoda MLST este informativă și de încredere pentru analiza epidemiologică a oricărui microorganism Bazele de date pentru analiză includ informații despre secvența de nucleotide pentru Str pyogenes, Str agalactiae, Str pneutopiae, Str oralis, Str Uberis, Str suis si Str zooepidenr cus Pentru fiecare specie, de obicei sunt selectate gene marker Pentru a compara tulpinile, fragmentele specifice ale acestor gene ( - bp în dimensiune) sunt amplificate prin PCR și secvențiate În conformitate cu secvența de nucleotide stabilită a fiecărei gene, alela acesteia este determinată, iar setul total de alele de gene pentru fiecare dintre tulpini este caracterizat prin genotipul său multilocus (genotip de tip MLST, tip ST sau secvență ST) De exemplu, dacă tulpina Str pyogenes este caracterizat printr-un set de alele de gene - - - - - - , atunci acest set de alele corespunde tipului ST nr , iar dacă tulpina are un set de alele - - - - - - , apoi ei o este atribuit tipului ST nr Detectarea fiecărei alele noi a oricăreia dintre genele marker conduce automat la înregistrarea unui nou tip ST Tabelul - Primeri ADN și produse PCR presupuse pentru tiparea tulpinilor GBS Primer Secvența primerului Gene Amplicon size, B N Numărul GenBank la-F la-R GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC GTAGAAATAGCCTATACGTTGAATGC cpsIaH cpsIaH și AB Ib-F Ib-R AAACGAGAATGGAATATCACAAACC GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG cpsIbJ cpsIbK AB ll-F ll-R GCTTCAGTAAGT ATTGTAAGAC GATAG nCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG cps K cps K AY MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Primer Secvența primerului Gene Mărimea ampliconului, bp Numărul GenBank lll-Fa TCCGTACTACACAGAC ГСАТСС ср$ а/ /ЗІ AF lll-Ra AGTAAGCGTCCATACATTCTATAAGC cps a/ / J IV-F IV R GGTGGTAATCCTAAGAGTGACTGT CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT cpstN cps N AF VF GAGGCCAA CAGTTGCACGTAA cps AF VR AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT cps O Vl-F GGrtCTTGAGATGGCAGAAGGTGAA cpsbl AF Vl-R CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC cps l VII-F CCTGGAGAGACAAAT GTCCAGAT cps M AY VII-R GCTGGTCGTGATTTCTACACA cps M VIII-F AGGTCAACCACTATATAGCGA cps J AY Vlll-R TGTTCAAATTCCGCTGACTT cps J dltS-F AGGAATACCAGGGCGATGAACCGAT cittS AL dltS-R TGCTCTAAnCTCCCCTTATGGC dltS În tabel - prezintă genele marker și primerii corespunzători utilizați pentru tiparea multilocus a celor mai patogene trei specii de streptococ pentru om - Str pyogenes, Str agalactiae și Str pneumoniae Fiecare specie are propria sa colecție specifică de gene și primeri Spre deosebire de Str pyogenes și Str pneumoniae pentru genele marker Str agalactiae se folosesc două perechi de primeri: unul extern, care permite amplificarea unei regiuni relativ extinse a genei (de la - la bp) și unul intern, cu ajutorul căruia sunt secvențiate secvențele dorite ( de la la pb) pe modele de ADN obţinute folosind o pereche externă de primeri Până la începutul anului , în bazele de date erau înregistrate de tipuri MLST pentru Str pyogenes, tipuri MLST pentru Str agalactiae și tipuri MLST pentru Str pneumoniae De exemplu, tulpinile invazive de Str piogenele genotipului emml sunt adesea caracterizate prin tipul ST- , iar tulpinile invazive ale genotipului ett prin tipul ST- Dintre tulpinile de Str agalactiae, cele mai comune tipuri sunt ST- , ST- , ST- , ST- și ST- , indicând un avantaj selectiv necunoscut pentru adaptarea umană Standardizarea ridicată a metodei MLST face posibilă compararea tulpinilor izolate în diferite regiuni și în diferiți ani între ele Acest lucru face posibilă evaluarea nivelului de control epidemiologic asupra circulației tulpinilor Diagnosticul serologic Detectarea anticorpilor streptococici este un indicator de diagnostic care face posibilă distingerea între o infecție activă și un purtător de bacterii Acest lucru este important pentru bolile post-streptococice, cum ar fi febra reumatică și glomerulonefrita, care sunt aproape întotdeauna însoțite de o creștere a nivelurilor plasmatice de anticorpi anti-streptococi Se crede că o creștere de ori a titrurilor de anticorpi antistreptococici indică o infecție cu streptococ în trecut Cea mai revelatoare este detectarea anticorpilor la streptolizina- și DNaza B Nivelul de anticorpi la fiecare dintre acești antigeni este determinat folosind un test de neutralizare Concentrația de anticorpi la streptolizina- (ASO) atinge un maxim în - săptămâni de la debutul bolii De obicei, o creștere a conținutului de ASO se observă la o infecție a căilor respiratorii superioare cauzată de Str pyogenes, în timp ce streptoderma nu duce la creșterea producției lor Tulpini Str subspecia dysgalactiae equisimilis este, de asemenea, capabilă să producă streptolizină-O totuși, în infecțiile cauzate de acestea, nivelul ASO nu crește și, prin urmare, nu este un criteriu de diagnostic este W W(r)' S W W Tabelul - Primeri utilizați pentru tastarea multilocus Proteină codificată genă Primer direct ( - ') Primer invers ( - ') Dimensiunea ampliconului, B N Streptococcus pyogenes gk> Glucozokinaza GGCATTGGAATGGGATCACC TCTCCTGCTGCTGACAC gtr Proteina de transport a glutaminei GAGGTTGTGCTGATTATTGG G AAAGCCCATTTCATGAGTC mur! Glutam tracemaz TGCTGACTCAAAATGTTAAAATGATTG GATGATAATTCACCGTTAATGTCAAAATAG mutS Proteina de reparare a nepotrivirii GAAGAGTCATCTAGTTTAGAATACGAT AGAGAGTTGTCACTTGCGCGTTTGATTGCT recP Transketolaza GCAAATTCTGGACACCAGG CTTTCACAAGGATATGTTGCC xpt Ксантинфосфорибо-зилтрансфераза TTACTTGAAGAACGCATCTTA ATGAGGTCACTTCAATGCCC yiqL Аceтип-КоА-acetiltransferaza TGCAACAGTATGGACTGACCAGAGAACAAGATGC CAAGGTCTCGTGAAACCGCTAAAGCCTGAG Streptococcus agalactiae adhP Alcool dehidrogenază GTTGGTCATGGTGAAGCACT (GGTGTGTGCCCATACTGAÎTT) ACTGTACCTCCAGCACGAAC (ACAGCAGTCACAACCACTCC) ( ) pheS Фенилаланил-тРНА-сynthetase GATTAAGGAGTAGTGGCACG (ATATCAACTCAAGAAAAGCT) TTGAGATCGCCCATTGAAAT (TGATGGAATTGATGGCTATG) ( ) atr Белок транспорта глутамина CGATTCTCTCAGCTTTGTTA (ATGGTTGAGCCAATTATTTC) AAGAAATCTCTTGTGCGGAT (CCTTGCTCAACAATAATGCC) ( ) glnA Glutamin sintetaza CCGGCTACAGATGAACAATT (AATAAAGCAATGTTTGATGG) CTGATAATTGCCATTCCAGG (GCATTGTTCCCTTCAnATC) ( ) sdhA Serin deshidratază AGAGCAAGCTAATAGCCAAC (AACATAGCAGAGCTCATGAT) ATATCAGCAGCAACAAGTGC (GGGACTTCAACTAAACCTGC) ( ) glcK Glucozokinaza CTCGGAGGAACGACCATTAA (GGTATCTTGACGCTTGAGGG) CTTGTAACAGTATCACCGTT (ATCGCTGCTTTAATGGCAGA) ( ) tkt Transketolaza CCAGGCTTTGATTTAGTTGA (ACACTTCATGGTGATGGTTG) AATAGCTTGTTGGCTTGAAA (TGACCTAGGTCATGAGGTTT) ( ) MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - X s; și s = i ma S CQ "Strep tococcus pneumoniae s s CO Grund invers ( - ') f^ J- o F- I- O Q> S id S Glucozo- -fosfat dehidrogenază Glucozo kinază Transketolaza Peptidaza semnal Xantin fosforiboziltransferază | D-alanin-O-alanin ligaza Gene "Si" Si g MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Dintre cele patru DNaze produse de streptococi, cel mai semnificativ este răspunsul imun al organismului la DNaza B Concentrația acestor anticorpi atinge un maxim abia după - săptămâni, dar nivelul lor persistă mai mult în comparație cu nivelul ASO, ceea ce indică o infecție O creștere a titrurilor de anticorpi la produsele streptococice poate fi considerată ca rezultat al unei infecții recente Cu toate acestea, definiția lor unică poate induce în eroare O concentrație crescută de ASO este determinată doar la - % dintre pacienții cu reumatism Detectarea simultană a anticorpilor la DNaza B crește sensibilitatea acestei abordări la % Luarea antibioticelor în faza acută a infecției reduce semnificativ severitatea răspunsului imun, creșterea concentrației de anticorpi poate fi mult mai mică Valoarea normală a titrurilor de anticorpi depinde de vârsta pacientului Persoanele sănătoase după infecție pot avea un titr de anticorpi peste valorile normale Monitorizarea pe termen lung a concentrației de anticorpi antistreptococici după atingerea valorii de vârf are o valoare diagnostică și prognostică mică, indiferent dacă titrul rămâne la un nivel ridicat sau scade Pentru a urmări tendința de creștere a titrurilor, este mai informativ să se determine simultan anticorpii în mai multe probe de plasmă sanguină prelevate la intervale săptămânale Serurile de control cu un titru cunoscut sau standard de anticorpi trebuie utilizate pentru fiecare determinare a concentrației de anticorpi Compararea titrurilor este posibilă între laboratoare care utilizează aceleași standarde sau seruri de control identice Determinarea sensibilității streptococilor la medicamentele antimicrobiene Benzilpenicilina rămâne medicamentul de elecție în tratamentul majorității infecțiilor streptococice Tulpinile de streptococi α-hemolitici rezistente la penicilină nu au fost înregistrate în niciunul dintre laboratoarele de referință ale OMS pentru streptococi Cu toate acestea, având în vedere alergia destul de mare la benzilpenicilină, întâlnită la mai mult de % dintre pacienți, există medicamente antibacteriene alternative pentru tratamentul infecțiilor streptococice - macrolide Trebuie remarcat faptul că frecvența formării rezistenței la macrolide în rândul izolatelor clinice de Str pyogenes și Str agalactiae este în creștere atât în SUA, cât și în Europa, ceea ce se corelează cu utilizarea lor pe scară largă în practica clinică în ultimii ani In ^-streptococii hemolitici si Str pneumoniae rezistența la vancomicină este necunoscută Cu toate acestea, există dovezi ale rezistenței la vancomicină într-un izolat aparținând Str bovis Datorită formării rezistenței la benzilpenicilină în Str pneumoniae și alți streptococi a-hemolitici, nu se recomandă utilizarea acestui antibiotic la începutul tratamentului Benzilpenicilina este utilizată pentru a trata infecțiile cauzate de acești streptococi numai atunci când se știe că sunt sensibili Există raportări privind o frecvență ridicată a tulpinilor rezistente la penicilină printre izolatele aparținând speciei Str mitis si Str salivarii# Utilizarea fluorochinolonelor pentru tratamentul infecțiilor cauzate de Str pneumoniae, a dus la formarea rezistenței acestei specii la fluorochinolone Pentru a determina sensibilitatea streptococilor la medicamentele antibacteriene, se folosesc următoarele metode: • determinarea sensibilitatii folosind discuri comerciale cu o anumita concentratie de antibiotic - metoda difuziei pe disc; • metoda diluțiilor în serie ale unui antibiotic în bulion, care permite determinarea concentrației minime inhibitorii acestuia; • Metoda E-test folosind o bandă de plastic de x mm acoperită cu un gradient de concentrație de antibiotic MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Când se testează sensibilitatea la medicamentele antibacteriene, este de preferat să se utilizeze agar Mueller-Hinton cu adăugarea de % sânge de ovin defibrinat Grosimea stratului de agar cu sânge din vasul Petri trebuie să fie de mm Calitatea discurilor cu antibiotice contează Zona de inhibare a creșterii după incubarea plăcii timp de - ore la - ° C este măsurată cu o riglă și este necesar să se măsoare diametrul zonei de inhibare a creșterii Rezultatele obținute sunt interpretate după dimensiunea zinei de întârziere a creșterii Utilizarea tulpinilor de control este obligatorie Această abordare este folosită în laboratoarele bacteriologice din lume ca una de rutină Streptococcus pneumoniae TAXONOMIA Gococul streptococic pneumococic (Str pneumoniae) aparține genului Streptococcus, a cărui poziție taxonomică este dată mai sus, în secțiunea "Streptococi" CARACTERISTICI GENERALE Str pneumoniae este o bacterie mică Gram-pozitivă, ale cărei celule au o dimensiune de , - , μm și au formă ovală sau lanceolă Sunt nemotile, dispuse în perechi sau în lanțuri, nu formează spori, majoritatea tulpinilor au capsulă, se transformă ușor într-o formă L Activitate biochimica Str pneumoniae este similară cu activitatea streptococilor viridescenți din alte specii Fermentați glucoza, lactoza, maltoza și zaharoza până la acid De asemenea, fermentează inulina, nu fermentează manitolul, salicină și sorbitol Fermentarea carbohidraților duce la formarea acidului lactic, gazul nu este eliberat Catalază negativă, capabilă să lizeze eritrocitele Anaerob facultativ Pe medii nutritive artificiale, poate crește la o temperatură de - ° C (optim - ° C) Produce toxine - hemolizină, leucocidină Proteina M Str pneutopiae are activitate antineutrofilă Capsula polizaharidă protejează bacteria de fagocitoză și răspunsul anticorpilor opsonizanți Producția de enzime - hialuronidază și peptidază - contribuie la răspândirea agentului patogen în țesuturile organului afectat Peste de serotipuri de Str pneumoniae, care diferă în structura antigenelor capsulei polizaharidice (cel puțin de serogrupuri) Izolatele netipificabile se găsesc peste tot, astfel încât serotiparea Str pneumoniae nu a fost utilizat pe scară largă în diagnosticul clinic Str pneumoniae sunt sensibile la factorii de mediu fizici și chimici, inclusiv la dezinfectanți Capabil să mențină viabilitatea pentru o lungă perioadă de timp la temperaturi scăzute MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Str pneumococul provoacă o serie de procese patologice care sunt unite de conceptul general de infecție pneumococică: • pneumonie (până la % din pneumoniile comunitare); • otita medie acută (până la % din otita medie); • meningita purulentă ( - % din meningita bacteriană); • endocardita bacteriana (aproximativ % din endocardita infectioasa); • pleurezie; • artrită; • conjunctivită Adesea, infecția pneumococică se dezvoltă ca o complicație a altor boli, de obicei virale Pneumococii se găsesc în tdva-'m MICROBIOLOGIE PRIVATĂ material din nazofaringe la copii și adulți practic sănătoși - purtători de bacterii DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al infecției pneumococice include următorii pași: • bacterioscopie; • inocularea materialului pe medii nutritive: • diagnostic serologic: • diagnosticare expresă; • diagnostic molecular; • proba biologică (introducerea de material patologic intraperitoneal la şoarecii albi) Cu meningita purulentă, este necesar diagnosticul diferențial cu infecția meningococică, hemofilă și alte meningite bacteriene Pneumonia este diagnosticată cu procese infecțioase cauzate de H influenzae, Mycoplasma pneumoniae, M catarrhalis, S aureus, L pneumophila, Klebsiella pneumoniae, P aeruginosa, Chlamydla pneumoniae, precum și enterobacterii, acinetobacterii și ciuperci patogene, anterioare Materiale pentru cercetarea de laborator Cu meningită purulentă, se examinează LCR și sângele În pneumonie și alte forme clinice de infecție pneumococică, sputa, aspirații din bronhii, lichidul pleural, scurgerea sângelui din urechea medie și SF servesc drept material pentru cercetare În unele țări, atunci când un pacient este internat într-un spital, se recomandă recoltarea de probe de sânge pentru testarea serologică și păstrarea serului congelat În caz de pneumonie severă și ineficacitatea terapiei cu antibiotice, precum și conform indicațiilor epidemice, se obține o a doua probă de sânge după - zile și se efectuează un diagnostic serologic de pneumonie atipică - legionella, micoplasmă, chlamydia, coronavirus În aceleași scopuri se folosesc metode suplimentare - PCR, determinarea antigenului legionella în urină Pentru PCR, materialul (CSF, sânge și spută) este colectat în recipiente sterile cu un capac bine înșurubat, fără mediu de transport Depozitarea și transportul acestor probe la temperatura camerei este permisă timp de ore, la o temperatură de °C - timp de o zi Bacterioscopie Bacterioscopia unui frotiu de LCR nativ sau a unui preparat de picătură groasă colorată cu o soluție apoasă-alcoolică de albastru de metilen evidențiază diplococi lanceolați sau ovali, de obicei înconjurați de o capsulă comună Bacteriile pot fi aranjate în lanțuri scurte Frotiurile de spută sunt colorate cu Gram și microscopate cu un obiectiv de imersie La vizualizarea lor, se acordă atenție prezenței macrofagelor alveolare, care se găsesc întotdeauna în spută, și a granulocitelor, care apar în cantități semnificative în timpul proceselor inflamatorii din tractul respirator inferior Absența granulocitelor și macrofagelor alveolare și a unui număr mare de celule epiteliale indică amestecul de salivă în materialul de testat și necesitatea repetății studiului Sfr pei-totae sunt digerate rapid de către fagocite, motiv pentru care localizarea lor este mai probabilă în apropierea granulocitelor, și nu a intraleucocitelor domnule pneumoniae în frotiurile de spută apar ca celule Gram-pozitive mici lanceolate înconjurate de o zonă de capsulă necolorată MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Izolarea excitatorului Str pneumoniae crește pe medii nutritive îmbogățite cu carbohidrați care conțin sânge, ser și lichid ascitic LCR se inoculează pe mediu de îmbogățire ( , % agar seric) și agar ciocolată, sângele se inoculează pe un mediu în două faze Având în vedere posibilitatea bacteriemiei granzitor în pneumonie, sângele este examinat prin hemocultură Bucăți purulenți de spută, aspirat bronșic și material patologic similar sunt semănate în vase Petri pe agar cu sânge sau ciocolată % Inocularea pneumococilor din spută crește odată cu utilizarea mediilor nutritive selective care conțin inhibitori de creștere ai microflorei asociate (medii cu gentamicină la concentrația finală de mg/l sau agar Columbia cu colistină și acid nalidixic) Culturile sunt incubate la °C și - % dioxid de carbon în atmosferă După - de ore de incubație, culturile sunt privite sub stereomicroscop sau cu lupă Se ia în considerare numărul și morfologia coloniilor crescute, se prepară frotiuri și se colorează conform Gram În prezența Str pneumoniae în materialul de testat după o zi de incubare la o temperatură de °C și un conținut de - % dioxid de carbon în atmosferă: "Z pe agar seric , %, creșterea pneumococilor începe în partea superioară a mediului, răspândindu-se treptat în jos; "Z pe un mediu bifazic după de ore, se constată tulburarea părții lichide a mediului și formarea de mici colonii care nu sunt predispuse la contopirea la suprafața fazei dense; J pe agar seric se determină colonii fragede, mici, neconfluente, adesea turtite, cu o depresiune în centru; J pe agar ciocolată se observă colonii mici, neconfluente, înconjurate de o zonă hemolitică galben-verzuie; pe agar-sânge se determină colonii mici, plate, care nu se contopesc cu o zonă de hemoliză verde Dacă defăimări de la suspect pe Str diplococii gram-pozitivi sunt detectați în colonii, din astfel de colonii se fac screening-uri pe medii de ser sau sânge pentru a obține o cultură pură Cu un număr suficient de colonii crescute pe agar de zer sau ciocolată, screening-ul lor este permis pe medii de diagnostic diferenţial Colonii suspecte pentru Str pneumoniae, sunt cernute în sectoare de plăci de agar cu sânge Culturile crescute sunt folosite pentru a controla sensibilitatea biliei și rezistența la antibiotice Dacă sunt puține colonii, screening-ul se efectuează pe o farfurie cu zer sau agar ciocolată pentru a acumula o cultură pură, cu care se realizează identificarea ulterioară a bacteriilor Dacă nu există creștere pe plăci cu inoculare directă de material patologic, se inoculează din mediul de îmbogățire ( , % serum agar) pe ciocolată sau serum agar, repetând inocularea în zile de la incubare sau până când apar primele semne de creștere În a -a zi a studiului (Se verifică natura hemolizei pe sectoarele cu agar sânge, se prepară frotiuri și se colorează conform Gram Cu creștere continuă pe sectoare, se poate efectua deja în această zi un test de sensibilitate biliară: discuri se pun pe agar cu colonii crescute, impregnate cu o soluție de bilă %, după - ore de incubare la o temperatură de °C, coloniile de pneumococ din jurul discurilor se liză și se formează o zonă de iluminare de - mm lățime Cercetare biochimică Diferențiere Str pneumoniae de la alte tipuri de streptococi se efectuează folosind probe cu optochin și deoxicolat MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Testați cu optochin Se efectuează semănatul de gazon a culturii studiate pe o cană cu aer de sânge Culturile de testare martor se seamănă în același mod - martor pozitiv (Str pneumoniae) și martor negativ (Str salivarius) Discurile care conțin µg de opterina sunt apoi plasate pe suprafața agarului După - ore de incubare a culturilor care conțin Str pneumoniae, la o temperatură de °C în jurul discurilor cu optochin, apare o zonă fără creștere cu un diametru mai mare de mm cu un diametru al discului de mm și mai mult de mm cu un diametru al discului de mm Inhibarea Str nu se observă salivare în jurul discurilor Sensibilitate suspectă pe Str culturile pneumoniae la acizi biliari sunt controlate printr-un test biliar sau un test cu dezoxicolat Testul dezoxicolat Într-o soluție de NaCl , %, se prepară o suspensie a culturii studiate cu o turbiditate de conform standardului de turbiditate și se adaugă , - , ml în două eprubete Se adaugă , ml de soluție de deoxicolat de sodiu % într-una dintre eprubete (test) și , ml de soluție de NaCl , % în cealaltă eprubetă (martor) Conținutul se agită, se menține la °C timp de - ore și se compară turbiditatea suspensiilor din ambele tuburi Clarificarea suspensiei din eprubetă indică faptul că cultura aparține Str pneumopiae (deoxicolatul activează autoliza celulelor bacteriene ale pneumococilor, ceea ce nu este caracteristic streptococilor altor specii) Este important de reținut că aproximativ % din Str pneumoniae nu sunt lizate în aceste condiții sau nu sunt complet lizate Diagnosticare Express Reacția de aglutinare a latexului este recomandată ca una dintre metodele de depistare a Str pneumoniae în meningita purulentă Contraimunoelectroforeza, ELISA, analiza imunofluorescentă sunt utilizate pentru determinarea pneumococilor sau a antigenelor acestora în material patologic ca metode suplimentare pentru diagnosticarea infecției pneumococice Metode de diagnostic genetic molecular PCR este utilizată ca metodă principală de diagnostic molecular Acesta examinează LCR, sângele și spută DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII LA MEDICAMENTE ANTIBACTERIENE Studiul se realizează prin metoda diluțiilor în serie (în bulion sau agar) sau prin metoda difuziei pe disc Bulionul Muller-Hinton cu adaos de sânge de cal lizat este folosit ca mediu nutritiv lichid Geloza Muller-Hinton care conține % sânge de oaie defibrinat este utilizată ca mediu nutritiv dens (pentru metoda diluției în serie și metoda difuziei pe disc) meningococ TAXONOMIA Meningococul (Neisseria meningttides) este o bacterie din genul Neisseria familia Neisseriaceae Pe lângă N meningiiiJis, genul include N gonorrhoeae și specii nepatogene - N siaaa, N mucosa, N subfiava, N flavescens, adesea izolate din mucusul nazofaringian, precum și N lactamica, care rareori provoacă otită purulentă, sinuzită Există serogrupuri de meningococ - A, B, C, D H I, K, L, X, Y Z, E și W- Informații despre această infecție sunt oferite în capitolul următor microbiologie PRIVATĂ CARACTERISTICI GENERALE N meningitidis este un diplococ gram negativ, imobil, care formează capsule, aerob Prezintă activitate biochimică slabă - fermentează doar glucoza și maltoza cu formarea de acid fără gaz, oxidază, catalază pozitivă, gelatina nu se lichefiază În mediul extern este instabil Rămâne în mucusul nazofaringian până la ore, moare la o temperatură de ° C timp de minute, la o temperatură de ° C - timp de ore MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI N meningitidis este un agent patogen necondiționat, agentul cauzal al infecției meningococice, care poate apărea în următoarele forme clinice: • infectie meningococica generalizata: ❖ meningita bacteriana purulenta; o meningoencefalită; meningococemie; • infectie localizata ❖ rinofaringită; <> transport de meningococ; • forme rare: ❖ artrita; ❖ endocardită; o iridociclita; x x , cm Fiecare bucată se pune într-un borcan steril separat, cu dop măcinat sau capac din plastic sau o cutie Petri sterilă Trebuie evitată contaminarea gâtului borcanelor cu material infectat și trebuie avut grijă ca soluțiile dezinfectante să nu ajungă pe bucăți de organe sau în borcan Este recomandabil să se preleveze probe din probe de orice fel nu mai târziu de o zi de la prelevarea materialului de la pacient Până atunci, proba trebuie păstrată la °C Probele sunt prelevate în eprubete de unică folosință de tip Eppendorf Proba selectată poate fi păstrată până în momentul extragerii ADN-ului timp de cel mult de ore la o temperatură de °C, iar dacă este necesară o păstrare mai lungă, la °C PCR se caracterizează prin specificitate ridicată, sensibilitate (de la la de celule per probă) și eficiență diagnostică în prima săptămână a bolii (începând din prima zi) chiar și pe fondul terapiei cu antibiotice De aceea, acest test poate fi recomandat ca metodă de diagnosticare rapidă precoce a leptospirozei În infecțiile severe pe fondul sintezei întârziate a anticorpilor specifici, PCR este metoda de elecție pentru confirmarea rapidă de laborator a unui diagnostic clinic Un rezultat negativ al PCR nu ar trebui să fie un motiv pentru întreruperea unei căutări de diagnosticare Sensibilitatea diagnostică a testelor de laborator în leptospiroză poate fi crescută semnificativ prin utilizarea paralelă a unui test serologic (SMA) și PCR, indiferent de faza bolii MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Diagnosticul serologic Locul principal în diagnosticul de laborator al leptospirozei la om îl ocupă metoda serologică de cercetare, efectuată în principal folosind reacția de microaglutinare (PMA) cu culturi vii de leptospira Acest test, în ciuda laboriozității sale, a necesității de a lucra cu culturi vii de Leptospira din mai multe serogrupuri și de a înregistra reacția la microscop, rămâne încă "standardul de aur" în practica mondială datorită sensibilității și specificității sale ridicate RMA permite nu numai determinarea nivelului de anticorpi la leptospira, ci și stabilirea serogrupului agentului patogen, care este important pentru analiza epidemiologică Pentru screening-ul serologic se pot utiliza teste mai simple (imunotest enzimatic, RIGA, reacție de aglutinare a lamei) cu antigene Leptospira specifice genului Anticorpii împotriva leptospirei apar în sângele pacienților la sfârșitul primei - începutul celei de-a doua săptămâni de boală și ating acumularea maximă în ziua - Uneori, cu un curs sever al procesului infecțios, în special cu terapia intensivă cu antibiotice, pacienții dezvoltă imunosupresie În astfel de cazuri, cu un tablou clinic evident al leptospirozei, este posibil ca anticorpii să nu fie detectați sau detectați la - luni de la debutul bolii Sângele pacientului trebuie examinat pentru prezența anticorpilor la leptospira de cel puțin ori - la internarea pacientului în spital (chiar dacă este a -a zi de boală) și după zile Dacă este necesar, studiul trebuie repetat în a - -a săptămână de boală Dacă, cu un tablou clinic tipic de leptospiroză și un istoric epidemiologic caracteristic, rezultatul unui studiu serologic este negativ, este necesar să se repete studiul înainte de externare și la luni după externare în timpul observării dispensarului convalescentului reacție de microaglutinare Culturi vii de Leptospira cu motilitate celulara buna, fara aglutinare spontana si impuritati straine (sediment, contaminare cu microflora straina), cu acumulare de x celule la ml ( - Leptospira in campul vizual al microscopului la o marire de de de ori) sunt folosite pentru RMA Fiecare ser este examinat cu toate tulpinile de referință reprezentând serogrupurile de leptospire patogene care circulă în zonă Pentru diagnosticarea leptospirozei în Federația Rusă, se recomandă un set standard de tulpini aparținând la serogrupuri (Tabelele - ) În timpul reacției de microaglutinare, serul pacientului este diluat de și de ori cu soluție de clorură de sodiu , % ( : și, respectiv, : ) pentru a exclude fenomenul prozonă În cazul unei reacții pozitive, serul este titrat pentru a determina diluția finală în care sunt detectați aglutinații Tabelul - Un set de tulpini de referință de leptospira pentru RMA, ziua recomandată pentru testele de diagnostic pentru leptospiroză în Federația Rusă (Orientări - M: Ministerul Sănătății al Rusiei, ) Tulpina de referință Seroguppa Serovar Icterohemorrhagiae Copenhagen M Javanica Poi Poi Hanka Hanka' Canicola Canicola Hond Utrecht IV (Kashirsky)" Aotumnalis Autumnalis Akiyami A Australia Australia Bailico MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Tulpina de referință Serogrulpa Serovar Rotona Rotopa Rotona Mozdok P Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V Sejroe Saxkoehmg Mus Wolfi Bataviae Djatzi HS Tarassovi Tarassovi Perepelicin Circulația Leptospira serovar Hanka a fost stabilită numai în focarele naturale ale Teritoriului Primorsky, prin urmare, tulpina corespunzătoare este recomandată pentru includerea în panoul de diagnostic numai în această zonă "Analogul domestic este indicat între paranteze Ser diluat și culturi vii de leptospira sunt amestecate în volume egale de μl în godeurile plăcilor de polistiren Martor - culturi de Leptospira amestecate cu un volum egal de ser fiziologic După expunere timp de min la temperatura camerei, reacția este înregistrată Pentru a face acest lucru, din fiecare diluție de ser se prepară o picătură zdrobită și se microscopează într-un câmp întunecat la o mărire de sau de ori Prin adăugarea unui volum egal de cultură de Leptospira la serul de testat, diluția serului este dublată, adică serul diluat J cu cultura devine : diluat Fenomenul de aglutinare se manifesta prin formarea diferitelor forme de aglutinat - sub forma de paianjeni, glomeruli, impletituri Reacția este evaluată pe o scară condiționată de puncte: • "+" - Uz leptospira aglutinată (comparativ cu martor); • "++" - Uz leptospira aglutinat, • "-Н-+" - aproape toate leptospirele sunt aglutinate Pentru testarea serologică în RMA se utilizează ser nativ Dovada etiologiei leptospirozei a bolii este o creștere a titrurilor de anticorpi chiar și în diluții mici (în primul studiu nu s-au găsit anticorpi, în al doilea, titrul a fost : ) În timpul unui focar de leptospiroză, când anticorpii sunt detectați la pacienți cu titruri de : și mai mult, un singur studiu este suficient În studiul serurilor de sânge ale pacienților din % din probele testate, în special în săptămâna - de boală, se observă reacții intergrup (serul reacţionează cu leptospirele mai multor serogrupe), ceea ce face dificilă identificarea agentului etiologic În astfel de cazuri, trebuie considerat că boala este cauzată de leptospira acelui serogrup faţă de care se determină anticorpii în cea mai mare diluţie de ser Studiul serurilor pereche ajută, de asemenea, la stabilirea serogrupului agentului patogen, deoarece în stadiile ulterioare ale bolii, anticorpii specifici sunt sintetizați numai pentru acesta Reacție de macroaglutinare (aglutinare cu lame) Pentru testarea preliminară a serurilor de la pacienții cu suspiciune de infecție cu leptospiroză și pentru screening-ul în masă, poate fi utilizat un test de macroaglutinare pe sticlă (aglutinare cu lame) În această reacție, este utilizat un antigen specific genului, care face posibilă detectarea anticorpilor la diferite serogrupuri de leptospira Serul care dă o reacție de aglutinare pozitivă este examinat în continuare în PMA Pentru diagnosticul leptospirozei se folosesc teste bazate pe reacția de hemaglutinare indirectă Sistemul, care include eritrocite asociate cu un antigen obținut prin distrugerea celulelor Leptospira, face posibilă detectarea anticorpilor la diferite serovariante Leptospira Folosiți în schimb MICROBIOLOGIE PRIVATĂ eritrocitele, microcapsulele sintetice și particulele de latex vă permit să creați sisteme de diagnostic mai accesibile, bazate pe același principiu ca și în cazul unei reacții indirecte de hemaglutinare Avantajul microcapsulelor sintetice față de eritrocite constă în stabilitatea lor chimică Granulele de latex au aceleași avantaje ca microcapsulele sintetice În diferite sisteme bazate pe aglutinarea latexului, moleculele de lipoproteină LipL izolate dintr-o tulpină de Leptospira recombinantă sau celulele Leptospira distruse prin termoliză sunt utilizate ca antigen Pentru studiile de screening se folosesc, de asemenea, benzi de testare cu nitroceluloză pentru detectarea anticorpilor la leptospira acoperiți cu antigenul leptospira Nu necesită condiții speciale de depozitare și un nivel ridicat de pregătire a personalului Celulele Leptospira distruse termic pot fi folosite ca antigen Test imunosorbant legat În proiectarea sistemelor de testare pentru ELISA, sunt utilizați antigeni de diferite compoziții, inclusiv celule de leptospira patogenă distruse prin termolitică sau ultrasunete Au fost create sisteme specifice bazate pe proteine recombinante pentru a determina conținutul de IgM, IgG și IgA Astfel de sisteme includ molecule ale lipoproteinei LipL , un domeniu conservat al proteinelor asemănătoare imunoglobulinei LigA și LigB proteinele membranare de suprafață MPL și MPL , precum și o moleculă de proteină recombinantă incluzând epitopi ai porinei OmpLl și lipoproteinele LipL , LipL , LipL , LipL Utilizarea unui fragment din molecula LigA și porina OmpLl ca antigene pentru ELISA face diagnosticul mai precis, deoarece în timpul vaccinării nu se produc anticorpi împotriva acestor antigene, spre deosebire de antigenii detectați în PMA, titruri de anticorpi la care pot ajunge un nivel comparabil cu titrul de anticorpi în timpul infecției acute Anticorpii împotriva LigB sunt, de asemenea, asociați cu evoluția acută a leptospirozei, conținutul lor în plasma sanguină în perioada de convalescență scade mai repede decât conținutul de anticorpi detectați în RMA Lipsa sistemelor de diagnostic bazate pe detectarea anticorpilor la LipL și LipL este posibilitatea reacției încrucișate cu plasma sanguină a pacienților cu sifilis și boala Lyme, precum și hepatită virală CORINEBACTERII TAXONOMIA Genul Corynebacterium este membru al familiei Coryrtebacten ac eae aparţinând ordinului Actinomycetales Cele mai cunoscute specii din genul Corynebacterium sunt C diphtheriae C ulceram, C pseudotuberculosis, C rirtatum, C minucissimum, C xerosis, C pseudodiphiheriticum, C glucuronofyticum, C renale C cistitidis Caracteristica principală a taxonomiei corinebacteriilor este compoziția biochimică a peretelui celular (prezența lanțurilor scurte de acid micolic cu - atomi de carbon și acid mezodiaminopimelic ca diaminoacid peptidoglican) CARACTERISTICI GENERALE Corynebacteriile sunt gram-pozitive, colorate neuniform drepte sau ușor curbate, cu dimensiuni de , - x , - , µm Multe dintre ele sunt capabile să formeze granule intracelulare de volutină (polimetafosfați) Nu formează spori, dar au microcapsulă Nemişcat Rezistent la acizi Catalază pozitivă Au un metabolism mixt (fermentator și respirator) anaerobi facultativi MICROBIOLOGIE PRIVATĂ EPIDEMIOLOGIE ŞI MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECŢIEI Corynebacteriile sunt larg răspândite Majoritatea sunt paraziți obligatorii ai membranelor mucoase ale oamenilor și animalelor C diphtheriae Cauze la om difteria clasică a tractului respirator superior, însoțită de intoxicație severă În , Leffler nu numai că a stabilit rolul etiologic al acestui agent patogen, dar a demonstrat și posibilitatea unui bacteriopurtător fără simptome clinice Infecții de intrare - cel mai adesea membranele mucoase ale amigdalelor, mai rar - membranele mucoase ale nasului și laringelui, foarte rar - conjunctiva ochilor, vulva, pielea deteriorată Simptomele clinice ale difteriei sunt cauzate de expunerea la exotoxina difterice și se manifestă ca tulburări locale și generale Cea mai mare severitate a acțiunii toxinei se observă în formele de difterie care apar odată cu dezvoltarea complicațiilor severe (miocardită, poliradiculonevrita) Perioada de incubație pentru difterie este de până la zile Tabloul clinic al bolii este variat Clasificarea difteriei se bazează pe localizarea și extinderea leziunii locale (placă) și severitatea bolii în funcție de severitatea intoxicației sau de gradul de disfuncție a organului afectat (stenoza laringelui) În funcție de localizare, se disting difteria faringelui, nasului, laringelui, ochiului, urechii, organelor genitale și a pielii; alocați forme combinate de difterie cu localizarea leziunilor locale în două sau mai multe organe (difterie a faringelui și a nasului, faringelui și laringelui) Diagnosticul formelor atipice de difterie se bazează pe datele de laborator (izolarea bacililor difteriei din materialul prelevat de la locul leziunii) și pe detectarea simptomelor paralele frecvente de afectare a faringelui sau a nasului C ulcere Este unul dintre agenții cauzali ai mastitei la vaci La persoanele care îngrijesc animale infectate, poate provoca o boală asemănătoare difteriei C pseudotuberculoza Se știe că bacteria provoacă o serie de boli la șoareci, oi, cai și alte animale cu sânge cald La om, în cazuri rare, poate provoca un abces al faringelui C minutissimum Agentul cauzal al eritrasmei, bacteriemiei, endocarditei umane, C striat Un reprezentant al microflorei normale a mucoasei faringiene, dar poate fi izolat și din laptele de vacă cu mastită O cultură de douăzeci și patru de ore este detaliată pentru șoareci administrați intravenos La om, poate provoca abcese pleurale și pulmonare C xeroză Un locuitor normal al pielii și mucoaselor umane a fost mai întâi izolat din materialul prelevat din canalul lacrimal La oameni, rareori cauzează conjunctivită lenta, endocardită, pneumonie și infecție a rănilor Acestea din urmă sunt înregistrate la pacienții cu comorbidități severe sau care iau glucocorticoizi C pseudodiphtheriticum (fals bacil difteric) Un locuitor normal al mucoaselor umane, însă, la pacienții imunocompromiși, poate provoca endocardită, limfadenită, leziuni ale pielii, infecții ale tractului urinar C glucuronolyticum, izolat de la persoanele cu boli ale sistemului genito-urinar (inclusiv prostatita și uretrita) C renale Se găsește adesea pe pielea ugerului vacilor sănătoase, poate provoca cistită și pielită la rumegătoare Poate provoca cistită și pielonefrită la om, mai des la femei La oameni, de obicei afectează rinichii C cistitidis Se găsește în urina vitelor sănătoase Poate provoca cistită hemoragică și infecții prepucioase În om MICROBIOLOGIE PRIVATĂ cel mai adesea colonizează pielea și mucoasele, în special în perineu Mai des izolat la femei Provoacă o creștere a pH-ului urinei și formarea de pietre în tractul urinar Este unul dintre agenții cauzali ai cistitei hemoragice, pielonefritei și bacteriemiei la pacienții în vârstă cu antecedente de patologie urologică, intervenții chirurgicale sau utilizarea pe termen lung a medicamentelor antibacteriene cu spectru larg Au fost observate cazuri de bacteriemie spitalicească și pneumonie Informațiile despre anumite tipuri de corinebacterii non-difterice, al căror rol etiologic este dovedit în apariția stărilor patologice, sunt date în tabel - Tabelul - Peisajul corynebacteriilor non-difterice izolate din diferite boli (Kraeva L A , ) ) N" Diagnostic Material investigat Corynebacterii Difteria faringelui Mucus din faringe C xerosis C pauumetabolicum Difteria vulvei Razuire vaginala C urealyticum Nazofaringită Mucus din gât și nas C pseudodiphtheriticum C auris C xeroză C pauumetabolicum C ulcerans Rinite Mucus din nas C pseudoaiphtheriticum C auris C haemolyticum C ulcerans Amigdalita Mucus din gat C pseudndiphtberiticum C xeroza C pauumetabolicum C ulcerans C pseudotuberculoza Bronsita Sputa C striat C auris C xeroza Pneumonie Sputa C pseudotuberculoza C xeroza Dermatită alergică Înroșire de la suprafața pielii C pseudodipbtheriticum C minutissimum Dermatoză Spălarea suprafeței pielii C minutissimum C tiaemolyticum Oftalmita Frotiu din ochiul lui S taedipieu Anexită Frotiu vaginal C xeroză Vulvovaginită Tampon vaginal C glucuronolyticum C urealyticum Uretrita Urina C glucuronolyticum C urealyticum Pielonefrită Urina C urealyticum Rană care nu se vindecă Rană detașabilă C pilosum Otita Secreție din ureche C minutissimum C auris Total specii din genul Corynebacterium MICROBIOLOGIE PRIVATĂ DIAGNOSTIC DE LABORATOR Materiale pentru cercetarea de laborator Pentru o bună însămânțare a C diphtheriae, colectarea și livrarea corectă a materialului sunt de mare importanță Aceste acțiuni trebuie efectuate de personal medical special instruit Studiul este realizat în scop diagnostic și preventiv, precum și pentru indicații epidemiologice De la pacienții cu suspiciune de difterie, materialul se preia cât mai curând posibil, nu mai târziu de ore din momentul contactării spitalului Pentru cercetare, filme și mucus sunt luate din amigdale, membrana mucoasă a faringelui și nas Dacă se suspectează difterie de localizare rară (ochi, ureche, piele, rană, vagin), se prelevează secreția din zonele afectate și simultan din membrana mucoasă a faringelui și a nasului Cu leziuni vizibile, se recomandă luarea materialului la limita țesutului sănătos și afectat, apăsând ușor cu o sondă cu tampon Dacă nu există leziuni vizibile, se preia cât mai mult material din amigdale Prelevarea de probe se efectuează pe stomacul gol sau la ore după masă, înainte de aceasta nu trebuie să beți și să vă clătiți gura Materialul din membrana mucoasă a faringelui și a nasului este colectat cu sonde de tampon separate; dacă se suspectează difterie de localizare rară, se utilizează suplimentar o altă sondă de tampon Dacă materialul este livrat la laborator rapid (mai puțin de ore), se folosesc sonde uscate cu tampon steril Dacă timpul de livrare este mai lung, sunt posibile următoarele opțiuni: • materialul se preia cu o sondă tampon înmuiată într-o soluție de glicerol % într-o soluție de clorură de sodiu , % și se prosterează la , atm timp de de minute, • prelevarea materialului se realizează cu o sondă cu tampon uscat, care este scufundată în mediul de transport Utilizarea bulionului nutritiv cu adăugarea de ser ca mediu de transport permite utilizarea metodelor expres pentru detectarea toxinei difterice - ELISA sau RIGA În cazul examinării materialului cadaveric, este indicat să se preleveze o probă din amigdale, mucoasă a laringelui și cavitățile nazale Localizarea agentului patogen în organele interne este extrem de rară In perioada toamna-iarna, tot materialul este livrat la laborator in pungi termice sau recipiente termice Fiecare tub trebuie numerotat indicând sursa materialului de testat (mucoasa gâtului, nasului, secreția plăgii) În lista atașată, după număr, se indică numele complet, vârsta și adresa de domiciliu a pacientului, denumirea instituției care a trimis materialul, scopul studiului (diagnostic, conform indicațiilor epidemiologice, profilactic), data și timpul preluării materialului, numele complet lucrătorul medical care a preluat materialul și semnătura medicului Izolarea și identificarea agentului patogen Schema cercetării bacteriologice Prima zi Materialul de la o persoană este inoculat pe o placă cu un mediu de diagnostic diferenţial (agar sânge-telurit, Clauberia II etc ) şi o placă cu agar cu sânge, în timp ce se foloseşte jumătate din placă pentru semănat material din mucoasa nazală, iar cealaltă jumătate din membrana mucoasă a faringelui Dacă proba este luată dintr-un focar de localizare rară, adăugați o altă ceașcă cu mediu Croeyano-telurit Asigurați-vă că paharele nu sunt reci La însămânțare, materialul este frecat în mediul nutritiv, întorcând și comprimând tamponul din toate părțile pe o suprafață de x cm, iar apoi întreaga suprafață este eclozată cu mișcări continue frecvente fără a schimba poziția tamponului (fără a se întoarce aceasta) Această tehnică face posibilă obținerea de colonii izolate care pot fi MICROBIOLOGIE PRIVATĂ poate fi utilizat pentru identificarea ulterioară, ceea ce reduce durata analizei Cupele însămânțate și eprubetele cu mediul de transport sunt plasate într-un termostat Din mediul de transport în ziua următoare, însămânțarea se efectuează pe medii pentru izolare primară (în practică, o astfel de însămânțare se face după - ore), Pe lamele degresate se prepară mai multe frotiuri prin răsucirea tamponului în direcții diferite, frotiurile uscate se fixează pe flacără și se colorează cu albastrul alcalin de metilen Loeffler Cu microscopie, sunt vizualizate cât mai multe câmpuri vizuale (până la ) În cazul în care materialul a fost preluat din zonele afectate, bacteriile suspecte de aparținere genului Corynebactenum pot fi detectate în - % din cazuri Este recomandabil mai ales utilizarea bacterioscopia materialului primar în cazul suspiciunii de difterie a plăgii, deoarece în acest caz însămânțarea inițială poate da un rezultat negativ datorită aplicării locale a medicamentelor Caracteristicile morfologice, natura locației microorganismelor nu ne permit să stabilim specia, dar fac posibilă atribuirea culturii izolate genului Corynebacteria A doua zi Începeți prin a privi cupele cu inocularea primară Este mai bine să o conduceți cu un stereomicroscop pentru a nu rata coloniile suspecte, care ar trebui selectate pentru identificarea ulterioară în toate testele Coloniile suspectate de a aparține C diphtheriae pe medii sânge-telurite sunt convexe, rotunde ( - mm), de culoare gri-negru, pe agar sânge sunt rotunde, opace, de o nuanță cremoasă slabă Microscopia frotiurilor din coloniile tipice nu se efectuează, dar este necesar să se pregătească preparate din colonii dubioase prin colorarea lor cu albastru de metilen alcalin Loeffler Corynebacteriile crescute pe medii cu un inhibitor pot fi polimorfe, dar își păstrează aranjamentul caracteristic Dacă pe plăci se găsesc doar stafilococi, drojdii și bastonașe de spori, cercetările ulterioare sunt oprite Când lucrați, ar trebui să utilizați o buclă bacteriologică de diametru mic ( - mm) Continuarea studiului depinde de câte colonii suspecte au crescut pe mediile de cultură primare • Dacă a crescut o singură colonie suspectă, se inoculează pe mediu pentru a determina toxicitatea și, fără a arde ansele, într-o coloană de mediu de Pisu pentru a determina activitatea cistinază Studiul suplimentar al culturii poate fi efectuat din "placă" crescută pe mediu pentru determinarea toxigenității • Dacă au crescut multe colonii suspecte, începeți studiul proprietăților toxigenice, folosind cât mai multe colonii posibil (cel puțin ), studiind atât culturi pure din colonii izolate, cât și culturi mixte de - culturi într-o "placă" Este important ca în materialul de testat să poată fi prezente atât tulpini toxigenice, cât și netoxice de C diphtheriae Când pe cupele inoculării primare se găsesc un număr mare de colonii suspecte, în coloana de mediu Pisa se adaugă - colonii de același tip Un rezultat pozitiv - înnegrirea de-a lungul injectării și formarea unui "nor" maro de sulfură de plumb - este luat în considerare după - ore folosind un mediu Piso modificat Suplimentar, se poate efectua un test de fermentare a ureei (după metoda Sachse sau folosind un disc indicator) cu - colonii de același tip Rezultatul este luat în considerare după min- ore de incubare la o temperatură de °C Coloniile suspecte sunt cernete în bulion de ser și după - de ore de creștere, se utilizează RIGA sau ELISA pentru a determina toxina difterice Microbiologie PRIVATĂ O cultură dintr-o colonie izolată este inoculată pe un mediu de acumulare (un banc de agar seric) Morfologia celulară caracteristică, tipul de colonie, testul cistinază pozitiv, testul ureazei negativ, rezultatul ELISA sau RIGA pozitiv pot da un răspuns preliminar despre detectarea unei culturi suspecte de C diphtheriae Cupele cu însămânțare primară se pun din nou într-un termostat pentru încă o zi A treia zi Plăcile cu culturi pentru toxicitate sunt privite în lumină transmisă și pe un fundal întunecat, cu și fără lupă Cultura izolată este considerată toxigenă dacă liniile rezultate de precipitare ale tulpinilor martor și testului, fuzionate la capete, trec lin una în alta Dacă tulpina testată a dat mai multe linii de precipitare, cea mai distinctă ar trebui considerată specifică În absența liniilor de precipitare, vasele sunt incubate suplimentar pentru încă de ore, dar nu mai mult, deoarece la o dată ulterioară crește probabilitatea apariției liniilor de precipitații nespecifice În prezența liniilor de precipitare specifice, un test pozitiv pentru cistinază și un test negativ pentru urează, se emite un răspuns preliminar documentat că a fost izolată o cultură a unei tulpini toxigene de C diphtheriae O cultură crescută pe un rost de zer sau pe un mediu Pisou, după verificarea purității, se inoculează pe medii cu uree, pirazinamidă și carbohidrați (glucoză, zaharoză și amidon), precum și un mediu nitrat Revizuiți cupele cu culturi primare Dacă nu există o creștere a coloniilor suspectate de C dtpîitheriae, se emite un răspuns negativ definitiv Dacă documentul de însoțire a indicat că materialul a fost preluat de la un pacient cu un tablou clinic de difterie, studiul trebuie repetat Până în prezent, există dovezi că creșterea C diphtheriae din material patologic poate fi observată uneori la de ore sau mai mult după însămânțare De aceea, termenele pentru emiterea unui răspuns negativ după de ore, definite în documentele de reglementare, trebuie tratate cu prudență A patra zi Plăcile de cultură sunt reexaminate pentru toxicitate Se iau în considerare rezultatele fermentației carbohidraților, natura modificării mediilor cu uree, pirazinamidă și nitrați În absența liniilor de precipitare specifice după de ore de incubație, dar un test pozitiv pentru cistinază, fermentație a glucozei la acid, teste negative pentru urează și pirazinamidază, zaharoză, cultura izolată este identificată ca o tulpină netoxigenă de C diphtheriae Dacă un răspuns provizoriu privind izolarea tulpinii toxigene a fost deja emis în a -a zi, atunci pe baza rezultatelor tuturor testelor biochimice, răspunsul final care indică biovarul este emis în a -a sau a -a zi de studiu, în funcție de versiunea testului de fermentare a amidonului utilizată Acesta din urmă pe mediul Hiss durează de ore, iar cu utilizarea unui disc indicator - de ore Răspunsul preliminar poate fi schimbat după terminarea studiului bacteriologic În au fost publicate date care pot duce la o supraestimare a valorii testului de chistază în identificarea C diphtheriae Pentru prima dată au fost izolate tulpini care nu au avut activitate cistinază În același timp, proprietățile toxigenice au fost dezvăluite în toate culturile doar în ziua a -a În toate celelalte teste, au avut proprietăți tipice caracteristice C diphtheriae gravis În timpul PCR, a fost confirmată apartenența acestor culturi la C diphtheriae Diferențierea altor specii se realizează pe baza unei evaluări a rezultatelor testelor biochimice folosind tabelele și diagramele atașate MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Caracteristicile culturale și morfologice ale Corynebacterium Mai jos sunt caracteristicile culturale și morfologice ale celor mai comune corinebacterii la om C diphtheriae Conform morfologiei coloniilor crescute pe medii de sânge-telurit, morfologiei bastoanelor în frotiuri, atitudinii față de fermentarea amidonului și reducerea nitraților, C diphtheriae se împarte în patru variante culturale și biochimice - gravis, mitis, intermedius, belfanti C, chphtheriae gravis pe medii sânge-telurite după de ore cresc sub formă de colonii uscate de culoare gri-negru, prăbușindu-se sub bucla bacteriologică Diametrul coloniilor este de , - , mm În preparatele microscopice preparate din aceste colonii sunt vizibile tije polimorfe scurte cu o cantitate mică de volutină Fermentați amidonul C diphtheriae mitis pe medii de sânge-telurit după de ore de creștere formează colonii netede, rotunde, convexe negre, cu un diametru de , - , mm În frotiuri - lung curbat * bețișoare cu o cantitate mare de volutină Amidonul nu este fermentat C diphtheriae intermediat pe medii sânge-tellrite după de ore cresc sub formă de colonii plate rotunde, gri-negru, de dimensiunea , - , mm În frotiuri - bețișoare lungi, în formă de butoi, cu o cantitate mică de volutină Amidonul nu este fermentat C diphtheriae belfanti pe medii sânge-telurite după de ore formează colonii netede rotunjite gri-negru de mărime medie - - mm Amidonul nu este fermentat, spre deosebire de alte variante, C diphtheriae nu reduce nitrații În prezent, semne de creștere diferențiată și diferențe de morfologie a bastonașelor în frotiuri nu sunt detectate pe medii de sânge-telurit Rămâne un singur test clar de diferențiere, fermentația amidonului După această trăsătură, C diphtheriae intermedius nu diferă de C diphtheriae mitis, mai mult, această variantă este practic absentă în circulația naturală De aceea, descrierea C diphtheriae intermedius este exclusă din multe documente oficiale C diphtheriae belfanti este, de asemenea, o variantă rară C ulcere Pe medii sânge-telurite, după zi crește sub formă de colonii asemănătoare cu C diphtheriae În preparate microscopice - mici ovoizi și tije asemănătoare cocilor C pseudotuberculoza Stick de , - , x - µm cu granule metacromatice Pe agar-sânge, după de ore, se formează colonii de culoare crem, cu o suprafață mată și o zonă mică de hemoliză În preparate microscopice - tije de dimensiuni , - , x - microni cu granule metacromatice C minutissimum Pe medii solide de pigatel se formează colonii netede, strălucitoare, cu dimensiunea de mm, în de ore Dacă coloniile au crescut pe agar seric, atunci sub o lampă Wood (lungime de undă nm) ele strălucesc cu lumină roz În frotiuri - bastoane ( , - , x - microni) cu un istm la unul dintre capete conice cu granule metacromatice C striat Pe agar-sânge, după de ore, se formează colonii mici, strălucitoare, rotunde, cu o zonă slabă de hemoliză în profunzime Unele tulpini produc un pigment galben-verzui care difuzează în mediu În preparate microscopice - bețișoare în formă de cocoid ( , - , x - microni) cu o cantitate mică de volutină C xeroză Pe medii nutritive dense, după zi, se formează colonii mici ( mm) cu o suprafață netedă sau aspră Coloniile pot fi colorate în diferite nuanțe de galben MICROBIOLOGIE PRIVATĂ C pseudodiphtheritu it Ele cresc bine pe medii nutritive fără adaos de sânge și ser Pe medii solide, după zi, se formează colonii alb-cenușii sau cremoase de consistență mucoasă, cu o suprafață lucioasă C glucuronolyticum Pe agar cu sânge, după de ore cresc sub formă de colonii convexe gălbui cu diametrul de , - mm fără zonă de hemoliză C renale Ele cresc bine pe medii cu ser, pe agar cu sânge dau o zonă de hemoliză care înconjoară coloniile gălbui-transparente C cistitidis Chiar și pe agar seric, cresc puțin, dând colonii albe În preparate microscopice - tije mici drepte sau ușor curbate, cu un aranjament caracteristic Identificarea proprietăților biochimice ale Corynebacterium La identificarea culturilor izolate de corinebacterii, principalele caracteristici sunt următoarele teste: • pentru cistinază; • piramidază; • ureaza; • nitrat reductaza; • fermentarea glucidelor (glucoza, zaharoza, amidonul) C diphtheriae nu descompune ureea, reduc nitrații (cu excepția C diphtheriae belfantt), produc cistinază, nu au activitate de pirazinamidază și fermentează glucoza și maltoza la acid C diphtheriae gravii fermentează amidonul Marea majoritate a tulpinilor nu fermentează zaharoza Există informații despre izolarea tulpinilor de C diphtheiiae care nu au cistinază Se produc discuri comerciale cu uree si zaharuri, sisteme de testare pentru identificarea biochimica a C diphtherae determinarea proprietăților biochimice și diferențierea corynebacteriilor în cadrul genului și a altor produse pentru identificarea microbiologică a C diphtheriae și determinarea activității antimicrobiene Informațiile despre testele biochimice sunt prezentate mai jos și în tabel - , - Detectarea cistinază Culturile aparținând C diphtheriae produc cistinază Activitatea acestei enzime este evaluată într-un mediu modificat Pisou Se adaugă , g de AGV-agar la ml apă distilată și se fierb până la dizolvarea completă Se prepară ml dintr-o soluție de bicarbonat de sodiu %, se adaugă , g de L-cistină și se fierbe până când proba este dizolvată ml de soluție clocotită de cistina se toarnă în ml de agar AGV, pH-ul este ajustat la , sterilizat la , atm timp de minute, răcit la °C și adăugat succesiv ml ser de cal, ml soluție de acetat de plumb % și , ml soluție de hiposulfit de sodiu % (preparat imediat înainte de utilizare în eprubete sterile, dizolvând substanțe în apă distilată sterilă și încălzire într-o baie de apă la o temperatură de ° C timp de de minute) Mediul se toarnă în eprubete înguste într-o coloană de - cm înălțime Semănatul se realizează prin injecție Rezultatele sunt luate în considerare după - ore de incubare În procesul de creștere a unei culturi producătoare de cistinază, cistina se descompune, iar hidrogenul sulfurat rezultat reacționează cu acetatul de plumb, formând sulfură de plumb negru-maro Totodată, se observă înnegrirea mediului de-a lungul injectării și apariției a unui "nor" maro pe o rază de cm de acesta Efectuarea controalelor pozitive și negative este obligatorie, Dezvăluind cântarea pirazinamidazei La noi testul nu este utilizat pe scară largă (spre deosebire de laboratoarele străine) Împreună cu testul cistinază permite MICROBIOLOGIE PRIVATĂ diferențiază trei specii potențial toxice (C diphtheriae, C ulceram, C pseudotuberculosis) de alte corinebacterii g de pirazinamidă se dizolvă în ml apă distilată Se sterilizează prin trecerea printr-un filtru cu membrană cu diametrul porilor de , μm A se pastra la - °C Sub formă de pulbere, pirazinamida este toxică, așa că nu trebuie lăsată să intre în contact cu pielea și să ajungă pe membrana mucoasă a tractului respirator superior O soluție de sulfat de amoniu și fier în prezența pirazinamidei este incoloră Ca reactiv se folosește o soluție % de sulfat de amoniu și fier în apă distilată sterilă, păstrată la o temperatură de - °C În , ml de soluție de pirazinamidă se adaugă câteva picături dintr-o suspensie groasă dintr-un rezervor zilnic de cultură în serie Se incubează la o temperatură de CC timp de - ore, după care se adaugă o picătură de soluție de sulfat de fier amoniu % în fiecare eprubetă În prezența pirazinamidazei, în eprubetă apare o culoare roșu-portocalie; în absența enzimei, mediul rămâne incolor sau ușor galben Efectuarea controlului pozitiv și pozitiv este obligatorie Detectarea ureazei Un test pentru prezența ureazei într-un izolat se efectuează în mai multe moduri: • metoda Zaxe; • metoda discurilor indicatoare metoda Zakse Soluția A: Se dizolvă g de uree în ml de etanol %, se adaugă ml de apă distilată Soluția B: , g KH PO + , g K, HPO + , g clorură de sodiu + ml soluție de roșu fenol , % + până la ml apă distilată Soluția B este autoclavată la , atm timp de de minute Înainte de studiu, se ia parte din soluția A și părți din soluția B, se amestecă și se toarnă , ml în tuburi de aglutinare sterile Se introduc - bucle din cultura studiata si eprubetele se pun intr-un termostat la temperatura de °C timp de minute În prezența ureazei, mediul capătă o culoare purpurie strălucitoare metoda discului indicator În , ml de suspensie groasă de cultură zilnică în soluție de clorură de sodiu , % (pH = , ± , ), se introduce un disc cu uree și un indicator, incubat la ° C, rezultatele se iau în considerare după min- h În prezența ureazei, ureea este scindată, amoniacul rezultat alcalinizează mediul și culoarea albă a discului se schimbă în purpuriu detectarea nitrat reductazei Capacitatea C diphthei >ae de a reduce nitratul la nitrit este un test suplimentar pentru a-l diferenția de C ulcerans Cultura studiată se incubează timp de de ore în bulion nutritiv cu soluție de azotat de sodiu , %, după care se adaugă - picături de reactiv Griess În cazul formării nitriților, mediul devine roșu Reactivul Griess este format din două soluții: Nr - , g de acid sulfanilic se dizolvă în ml de soluție % de acid acetic cu încălzire scăzută; Nr - , g de a-naftalamină se dizolvă în ml de soluție % de acid acetic Soluțiile sunt depozitate într-un recipient din sticlă închisă la culoare cu dop măcinat; înainte de utilizare, se amestecă în volume egale Evaluarea fermentației carbohidraților O suspensie groasă de cultură zilnică în soluție de clorură de sodiu , % (pH = , ± , ) se toarnă în eprubete de , ml În fiecare eprubetă se adaugă un disc adecvat (cu glucoză, zaharoză, amidon) Se incubează la °C În timpul fermentației glucozei și zaharozei, discurile își schimbă culoarea după - ore Pentru a lua în considerare fermentația amidonului, după - de ore de incubare, se adaugă suplimentar în eprubetă un disc indicator cu iod În absența amilazei, devine intens albastru după - minute Tabelul - Caractere diferențiale ale speciilor din genul Corynebacterium conform testelor biochimice Tip de micoorganism Glumza Maltase Manoză Zaharoză Amidon Urează Tirozină Fosfatază Pirazină MK Nitrați C accolens + - XX - X + C afermenîans - - - - - - + - C amycolatum + (+) + d - d - + C argentotense + - - - - + - C auris - - - - - + - C bovis + + - - - - - + + - - C cainiae + + + + - + + - C cystitidis + + - - + + - - + - - C diphtheriae belfanti + + - - - - - - - - C diphtheriae gravis + + - - + - - - - + С difterie intermediară + + - - - - - - - + C difterie ușoare + + - - - - - - - + C glucuronolyticum + X - + X + X C giutamicum + + + + - + + + C flavescens + - - - - - - + - C jeikeium + d - - - - - - - - C kutscheri + + + + + + - - + - + C macginleyi + - X + - - + C matruchotii + + + + - d - - + C minut + + d - - - + + - - C mycetoides + - - - + - - C paurometaboiicum - - - - - - - + - - C pilosum + + + - + + - - + - + C aproape - - - - - X + C pseudodifterit/cu - - - - - + - - + - + C pseudotuberculoză + + + d - + - - + d Sfârșitul mesei - Tip de microorganism Hicoză Maltoză Manoză Zaharoză Amidon Urază Tirozin Fosfatază Pirazină M K Nitrați C renale + - - - + + - C srriatum + + + - + - + + + - C ulcerans + + - - + - - C urealyticum - - - - + + - C vitarumen + + + + - + - + + + C xeroză + - + + - - - -■ + - + Notă: "+" - reacție pozitivă "-" - reacție negativă "(+)" - - % dintre tulpini sunt pozitive "d" - - % dintre tulpini sunt pozitive "x" - fără date MK - test cu roșu de metilen MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Tabelul - Proprietățile biochimice ale agentului cauzal al difteriei, altor corinebacterii patogene și comune Test C diphtheriae gravis C diphtheriae mitls C diphtheriae intennedius C diphtheriae belfanti C ulcerans C pseudotuberculosis C xerosis C pseudodiph-thertticum Fermentaţie Glucoză + + + + + + + - Maltoză + + + + + + - Zaharoza - - - - - - + - Amidon + - - - + - ( %) - - Activitatea enzimatică Urază - - - + + + - Cistinază + + +■ + + + - - Nitrat reductază + + + - - + ( %) + + Pirazinamidaza - - - - - + + MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Detectarea toxinei difterice Atunci când se utilizează metode clasice de laborator pentru izolarea și identificarea C diphtheriae, un răspuns este posibil în - de ore de la începerea studiului, ceea ce necesită introducerea de noi abordări în diagnosticul difteriei, în special atunci când se determină patogenitatea principală factorul unui microorganism - toxina difterice, care reduce timpul de studiu și, de asemenea, utilizează metode de diagnostic mai sensibile și specifice În acest scop, au fost propuse metode genotipice, fenotipice și biologice pentru indicarea toxinei difterice: • testul lui Ilek; • imunotest enzimatic: • reactie de hemaglutinare pasiva; • test imunocromatografic; • reacția în lanț a polimerazei Testul Ilek Testul se bazează pe reacția de contra imunodifuzie în gel de agar: antigen (toxină difteric) și antitoxină aplicate pe o bandă de hârtie de filtru sau discuri de hârtie difuze unul spre celălalt În locul în care se întâlnesc, se formează o bandă de precipitare sub forma unei linii albe, sau "muștați" Pentru a nu împiedica difuzia toxinei și antitoxinei, iar liniile de precipitat formate sunt bine vizualizate, agarul nutritiv trebuie să nu fie foarte dens (nu mai mult de , %) și transparent Deoarece tratamentul termic prelungit înrăutățește calitatea mediului nutritiv, agarul trebuie sterilizat o dată cu abur curgător timp de de minute Sunt obligatorii controale paralele cu tulpinile de testare C diphtheriae tox+ (NCTC Nr J ), C diphtheriae tox± (NCTC Nr ), C diphtheriae tox- (NCTC Nr ), care pot da linii pronunțate de precipitare nespecifică , greu de distins de cele specifice La efectuarea testului, este mai bine să utilizați antitoxină de diagnostic, purificată de impurități prin fermentație și sorbție specifică Serul antitoxic diagnostic este mai puțin specific In ea pe lângă anticorpii la toxina difterice, există anticorpi la alte componente ale celulei microbiene, care pot duce la formarea de linii de precipitare nespecifice Acestea din urmă sunt de obicei mai slabe decât cele specifice, dar fac dificilă luarea în considerare a reacției Folosind un șablon, "plăci" de culturi sunt plasate la aceeași distanță de cel mult , - , cm de disc sau benzi de antitoxină (benzi de hârtie de filtru impregnate cu antitoxină) Liniile de precipitare pot fi, de asemenea, absente în tulpinile toxigenice dacă sunt însămânțate departe de disc sau benzi de antitoxine Prepararea cupelor cu mediu Baza tăieturii poate fi bulion Hottinger, bulion cu vatră deschisă, mediu uscat special "Corinetoxagar" Mediul este sterilizat o dată cu abur curgător timp de de minute, răcit la °C și se adaugă % ser de cal sau % ser de bovină Se toarnă în vase Petri sterile A se păstra la frigider nu mai mult de o zi Prepararea discurilor de hârtie cu antitoxină difterică Discurile din hârtie de filtru se sterilizează la atm timp de de minute, se usucă și se impregnează cu antitoxină diluată conform instrucțiunilor: ml apă distilată sterilă la UI antitoxină uscată, care este suficient pentru a impregna - de discuri Apoi, discurile se usucă din nou într-un termostat timp de - de ore și se păstrează la frigider într-o fiolă bine închisă cu un desicant timp de până la an MICROBIOLOGIE PRIVATĂ Pe suprafața mediului într-o cutie Petri, discuri cu antitoxină sunt așezate cu pensete sterile; dacă este necesar să se studieze un număr mare de culturi, al -lea disc poate fi plasat în centrul vasului În jurul fiecărui disc, la o distanță de - mm, se inoculează "plăci * - mm de dimensiuni din culturi de de ore ( "plăci * martor și subiecți dintr-o analiză, "plăci" de culturi de testare din colonii individuale, a -a - amestec de - colonii) În timpul reinstalării benzilor de antitoxine Benzile de hârtie de filtru cu dimensiunea de , x cm sunt sterilizate la atm timp de de minute, uscate și impregnate cu antitoxină la o rată de , ml ( UI) per bandă Se usucă într-un termostat timp de - de ore și se păstrează la frigider într-un flacon bine închis cu un desicant timp de până la an Banda de antitoxine se ia cu penseta sterila si se aseaza pe suprafata mediului nutritiv in centrul vasei Petri Cultura se seamănă sub formă de "plăci" cu diametrul de - mm pe ambele părți ale benzii la o distanță de mm Distanța dintre "plăci" - - mm Nu se semănă mai mult de "plăci" pe o cană - culturi de control și culturi de testare Culturile de testat constau din colonii izolate și un amestec de - colonii Contabilitatea rezultatelor Rezultatele testelor sunt luate în considerare după - de ore Cultura testată de C diphtheriae este toxigenă dacă linia de precipitare formată de aceasta se contopește cu linia specifică de precipitare a tulpinii martor sau trece fără probleme în aceasta Cultura testată nu este toxigenă dacă: • nu există linie de precipitare formată de cultura testată, în prezenţa unei linii de precipitare specifice în tulpina martor; • linia de precipitare formată de cultura testată se intersectează cu linia de precipitare a tulpinii martor; • linia de precipitare formată din cultura testată se încrucișează cu linia de precipitare specifică și se contopește cu linia de precipitare nespecifică a tulpinii martor Ultima variantă poate fi observată la utilizarea serului antidifteric după de ore de incubație Depozitarea culturilor de control Tulpinile martor trebuie utilizate pentru a stabili principalele teste pentru identificarea C diphtheriae În acest scop sunt utilizate C diphtheriae gravis (NCTC toxigen nr +, NCTC slab toxigen nr ± și NCTC netoxigen nr -) L Pasteur (Sankt Petersburg) sau Centrul Național, NIIEM ei Gabrichevsky (Moscova) Cultura este incubată timp de de ore pe agar nutritiv , - , % cu ser % La creștere, se toarnă cu un strat de ulei steril de vaselină Păstrați cultura la frigider Reînsămânțat dată în luni La efectuarea testelor se folosesc culturi zilnice Cu o scădere a proprietăților toxigenice, tulpinile de control sunt trecute de - ori prin agar nutrient semi-lichid cu adăugarea de , % glucoză și % sânge Rezultate bune se obțin prin trecerea culturilor prin al -lea mediu cu adăugarea de % ser bovin Test imunosorbant legat În prima etapă a reacției, anticorpii monoclonali din regiunea terminală a fragmentului B al toxinei difterice (MAb) sunt adsorbiți în godeurile unui panou de polistiren timp de ore la o temperatură de °C și timp de - ore într-un frigider Apoi se spală de trei ori cu o soluție , % de "Tween- " într-o soluție , % de clorură de sodiu Lichidul de spălare din puțuri este îndepărtat cu grijă de fiecare dată Această soluție este, de asemenea, utilizată pentru prepararea diluțiilor probelor studiate, a conjugatului și a toxoidului Probele de testare și de control sunt adăugate în godeurile sensibilizate Ca martori, toxoid difteric, toxigen si netoxic MICROBIOLOGIE PRIVATĂ cultura sigenică de C diphtheriae Materialul de testat, controalele pozitive și negative sunt pregătite cu o zi înainte sau cu - ore înainte de ELISA Tampoanele cu material inițial sau - colonii din plăci de inoculare primară se incubează în bulion de zer timp de ore, dacă este necesar, timpul de incubare poate fi redus la - ore În paralel, tulpinile martor se incubează și pe bulion de zer Cultivarea bacteriilor în agar nutritiv semi-lichid nu se realizează la instalarea ELISA și RIGA Se adaugă , ml din stratul superior al mediului de cultură în godeurile panoului de polistiren, incubate la °C timp de oră, după care godeurile sunt spălate bine de trei ori Apoi, un conjugat antitoxic marcat cu peroxidază de hrean (HRP) este adăugat și incubat timp de oră la °C, în timp ce determinanții antigenici liberi ai toxinei difterice interacționează cu acesta Se formează complexul "MAb-toxina difteric-PcAt", care se manifestă printr-un amestec de substrat indicator format din peroxid de hidrogen și acid -aminosalicilic (un substrat cromogen solubil în apă) PCAT reduce peroxidul de hidrogen în apă, în timp ce oxigenul este eliberat, care oxidează substratul cromogen, care devine maro Culoarea poate varia de la maro-roșcat în probele pozitive până la incolor sau gălbui-auriu în probele negative Reacția poate fi pusă într-o formă calitativă și cantitativă Sensibilitatea și specificitatea ridicate a metodei fac posibilă detectarea toxinei difterice la o concentrație de - ng/ml Avantajul ELISA este detectarea unei toxine într-un mediu nutritiv lichid după acumularea inițială a materialului, ocolind izolarea unei culturi pure Reacție indirectă de hemaglutinare RIGA este plasat cu un anticorp erythrocyte diphtheria diagnosticum (eritrocite, pe suprafața cărora sunt absorbiți anticorpi la toxina difteric) Tampoanele cu material inițial sau - colonii din plăcile de inoculare primară se incubează în bulion de ser timp de ore, dacă este necesar, timpul de incubare poate fi redus la - ore În cazul unui rezultat pozitiv, după ce antigenul (toxina difterice) reacţionează cu anticorpii adsorbiţi pe eritrocite, în godeul panoului de reacţie se formează o "umbrelă" de eritrocite lipite În absența unui antigen specific, diagnosticul eritrocitar este depus în fundul puțului sub forma unei picături dense ("butoane") Luând în considerare sensibilitatea diagnosticului eritrocitar inclus în trusa de reacție (de obicei egală cu , Lf / ml de toxină) și standardul medicamentului, se poate cuantifica toxicitatea în tulpinile studiate de C diphtheriae Implementarea RIGA este însoțită în mod necesar de controale - cu toxoid difteric și culturi toxigenice și netoxigenice de C diphtheriae, crescute similar cu culturile studiate Sensibilitatea metodei nu este inferioară ELISA, dar este mult mai ușor de băut Utilizarea ELISA și RIGA pentru indicarea toxinei difterice face posibilă reducerea timpului de răspuns cu - zile, precum și identificarea tulpinilor cu un nivel scăzut de producție de toxine Test imunocromatografic (ICT) ICT - un test cu benzi imunocromatografice, precum ELISA, aparține metodelor fenotipice rapide Esența TIC este că, în prezența toxinei difterice în probă, aceasta interacționează cu anticorpi specifici policlonali fixați pe nitrocel MICROBIOLOGIE PRIVATĂ membrana lulozică În etapa următoare, complexul rezultat intră în combinație cu anticorpi monoclonali la fragmentul A al toxinei difterice etichetat cu aur coloidal O reacție pozitivă produce o bandă roșie pe membrană, care este absentă în probele de control negativ Rezultatele sunt evaluate după minute Studiile arată acord între rezultatele obținute folosind testul Ilek și IHT Cu toate acestea, folosind acestea din urmă, puteți obține răspunsul la ore după selectarea coloniilor, adică în timpul zilei de lucru Pentru a face acest lucru, este suficient să incubati coloniile sau tampoanele suspecte din gât în mediul nutritiv optim (bulion GRM + % ser) timp de ore și să coborâți banda de nitroceluloză acolo Standardizarea inoculului și timpul de incubare sunt condiții necesare, în special pentru tulpinile slab toxice Dacă se prepară o suspensie din plăcile de inoculare primară, aceasta ar trebui să conțină IxIO cfu/ml Incubarea de o oră (pentru ELISA) și de ore (pentru ICT) într-un mediu nutritiv lichid evită rezultatele fals negative Pentru determinarea directă a toxicității în studiul frotiurilor, timpul de incubare pe mediul nutritiv optim trebuie mărit la - ore reacția în lanț a polimerazei PCR se referă la metodele de cercetare genetică moleculară Face posibilă obținerea unui răspuns mai rapid și mai ușor de interpretat în comparație cu testele fenotipice Principalul dezavantaj al metodei este obținerea de informații despre prezența genei fo x în cromozomul C diphtheriae, în lipsa datelor privind tipul de genă (exprimată sau "tăcută") PCR cu primeri specifici se efectuează în modul de amplificare descris în instrucțiunile de utilizare a sistemului de testare pentru detectarea ADN-ului tulpinilor de C diphtheriae toxigene și potențial toxigene Un fragment din fragmentul A al genei toxinei difterice este amplificat Materialul de pornire este bacteriile crescute pe un mediu nutritiv dens sau tampoane din faringe și nas Tehnica include pregătirea preliminară a probelor cu includerea ulterioară în ciclurile PCR Un rezultat negativ PCR este folosit pentru a exclude rapid sgamma non-toxinogene, în timp ce un rezultat pozitiv r necesită teste fenotipice suplimentare (Ileka, ELISA, RIGA) care vor da un răspuns definitiv asupra producției de toxine, ceea ce duce la o întârziere în obținerea unui rezultat definitiv Răspuns Diagnosticare serologică Pentru determinarea anticorpilor antidifterici antitoxici (AT-Ab) în țara noastră se folosește o reacție indirectă (pasivă) de hemaglutinare În majoritatea țărilor lumii, titrul AT-At este determinat de ELISA, care are o serie de avantaje față de RIGA În aplicarea practică, această metodă este convenabilă deoarece vă permite să evaluați titrul de AT-Ab în unități internaționale (UI / ml), care corespunde standardului internațional Atunci când se efectuează ELISA în scopuri de diagnostic, AT-Ab totale sunt determinate la pacienți O creștere de - ori este considerată un rezultat pozitiv În cazurile de transport bacterian, nivelurile de AT-Abs nu se modifică semnificativ Un avantaj suplimentar al ELISA este capacitatea de a determina simultan atât Abs total, cât și anticorpi foarte avidi (adevărați, de protecție) pe o singură placă Cu cât aviditatea anticorpilor este mai mare, cu atât este mai mare capacitatea anticorpilor de a neutraliza anumiți viruși sau bacterii Principiul determinării avidității anticorpilor constă în distrugerea legăturilor slabe dintre antigen și anticorp folosind diverși agenți chimici și determinarea ulterioară a complexelor AG-AT rămase după procesare La determinarea microbiologie PRIVATĂ Abs anti-difterie foarte avid, soluția de tiocianat de potasiu este utilizată ca agent pentru îndepărtarea anticorpilor cu aviditate scăzută Anticorpii foarte avidi sunt cei al căror indice de aviditate este peste % Indicele de aviditate este determinat de formula: OP(E) indicele de aviditate = - x %, OP(A) unde OP (E) este densitatea optică în godeul tratat cu tiocianat de potasiu; OD (A) este densitatea optică în godeul tratat cu soluția de spălare uzuală utilizată în sistemul de testare LISTA LITERATURII RECOMANDATE Johnson D R , Kaplan E Diagnosticul de laborator al infectiilor cauzate de streptococul de grup A - M ; Medicină, - p Dolgikh T I Scurtă descriere a agenților patogeni pentru chlamydia // Yakovlev V M , Novikov A I Endoteliul vascular și infecția cu chlamydia - M ; Medicament - S - Standarde europene pentru diagnosticarea și tratamentul bolilor cu transmitere sexuală - M : Medlit, - p Zhebrun A B Infecția cu Helicobacter pylori - Sankt Petersburg: Phoenix, - p Metode de cercetare clinică de laborator: Manual de referință: V / Ed V V Menşikov - M ; Labora, - p MUK - "Diagnosticul de laborator al infecției meningococice și al meningitei bacteriene purulente" Aprobat de medicul-șef sanitar de stat al Federației Ruse la martie MUK - - "Orientări pentru detectarea bacteriilor Legionellapneumophila în obiectele de mediu" - Determinant al bacteriilor Bergey: B vol : Per din engleza / Ed J Holt, N Krieg, P Snita şi colab - M , - T - S - , - - Timchenko V N , Babachenko I V , Tseneva G Ya Evoluția infecției pertussis la copii - Sankt Petersburg: ELBI-SPb , - p Totolian A A , Suvorov A N , Dmitoiev A V Streptococi de grup B în patologia umană - Sankt Petersburg: Man, - p Ftiziologie: Ghid Național / Ed M I Perelman - M ; GEOTAR-Media, - p Shurygina I A , Chesnokova M V , Klimov V T etc Pseudotuberculoză, - Novosibirsk Nauka, - p Enterobacteriile / Sub ed IN SI Pokrovsky - M : Medicină, - p Rolul etiologic al chlamydia în bolile sferei reproductive: revizuire analitică a Sankt Petersburg NIIEM-i L Pasteur / Ed A B Zhebrun - Sankt Petersburg, - p Yakubovich A I , Korepanov A R Chlamydia Urogeugital - Irkutsk, - p Ghidurile europene pentru controlul și prevenirea bolii legionarilor asociate călătoriilor - Garrity, GM" Belief JA Lilburn T Familia II Helicobacteraceae nov - Ed a II-a - New York: Springer, Legionella și prevenirea legionelozei - OMS , Malfertheiner P" Megraud F" Moran C Ghid pentru managementul infecţiei cu H pylori - European Gasrroenterology Review , Manual de microbiologie clinică (Redactor-șef: Patrick R Mmray) - Ed a -a - Washington: ASM Press, - pp - Manual de microbiologie clinică' / Redactor șef PRMurray - Ed a -a - Washington: ASM Press, - pp - Глава иекоторые инфекционные заболевания МИКОБАКТЕРИИ Tuberculoza este o boală infecțioasă Această boală, care a fost una dintre principalele cauze de deces în Evul Mediu, este răspândită astăzi în lume Descoperirea în de către R Koch a unui bacil recunoscut ca agent cauzator al tuberculozei a stat la baza diagnosticului de laborator al acestei boli TAXONOMIA Genul Mycohacterium aparține familiei Mycobacteriaceae, care, împreună cu familia Corynebacterium, aparține ordinului hctinomycetales Proprietățile definitorii ale micobacteriilor sunt rezistența la acizi și alcaline, conținutul ridicat de lipide în peretele celular [cerurile care alcătuiesc peretele celular conțin acizi micolici solubili în cloroform cu lanțuri de carbon ramificate lungi (de la la de atomi)], precum și ridicat ( - %) conținutul de perechi de nucleotide "guanină + citozină" în ADN În ceea ce privește compoziția biochimică, micobacteriile se apropie de alte microorganisme capabile să sintetizeze acizi micolici - Nocardia, Rodncoccus și Corynebactenum În prezent, acest gen include aproximativ de specii de micobacterii Majoritatea sunt saprofite, larg răspândite în mediu În microbiologia clinică, conceptul de "complex" este folosit pentru a clasifica micobacteriile patogene, care combină specii de micobacterii cu aceeași semnificație clinică, atunci când diferențierea mai fină nu este semnificativă Speciile de micobacterii care provoacă tuberculoza la oameni și animale sunt combinate în complexul M tuberculosis (complexul M tuberculosis), care include M tuberculosis M bovis, M microti, M africanum și M canettii, precum și M sargae și M pianipedii, înrudiți filogenetic cu M bovis și M microti Cu ajutorul metodelor genetice moleculare a fost stabilită eterogenitatea genetică a populației globale de M tuberculosis, care este reprezentată de numeroase linii genetice (familii) - Beijing, LAM, Haarlem, T Alte micobacterii care provoacă diverse micobacterioze sunt clasificate ca micobacterii netuberculoase (NTMB), inclusiv UNELE BOLI INFECTIOASE care cuprinde urmatoarele complexe: M avium (M avium, M intracelhdare si M scrofy-laceum), M fortuitum (M fortuivum si M chelonae), M terrac {M terrae, M triviale și M nonchromogenicum) Genul Mycobucterium include, de asemenea, agentul cauzal al leprei - M Iergae - și agentul cauzator al leziunilor ulcerative ale Buruli - M ulcerans Pentru identificarea tipurilor de micobacterii se folosesc metode biologice, biochimice și genetice moleculare Pe baza diferențelor de proprietăți culturale, se disting patru grupuri de micobacterii • Grupa I - micobacterii fotocromogene (potenţial patogene - M asiaticum, M kansasii, M marinam, M simiae) Coloniile de micobacterii din acest grup, nepigmentate în timpul incubației în întuneric, capătă o culoare galben strălucitor sau galben-portocaliu după expunerea la lumină Ele cresc încet (cu excepția M maritum) " Grupa II - micobacterii scotocromogene (din grecescul skotos - "întuneric") În întuneric formează un pigment, rata de creștere este de - de zile Acest grup include micobacteriile saprofite M aquae și M gordonae, găsite în corpurile de apă, și micobacteriile oportuniste M scrofulateum, care provoacă leziuni ale ganglionilor limfatici și plămânilor la copii, • Grupa III - micobacterii nefotocromogene Nu formează pigment sau au o culoare galben pal a coloniilor, care nu crește la lumină Crește de la - la - săptămâni Acest grup include micobacteriile oportuniste M avium, M uitracellulare, M khepori, micobacteriile saprofite M terrae, precum și M gasm, M hattey și M bruiiense M avium (micobacterii de tip aviar), găsit în apă și sol, poate fi patogen pentru oameni, animale de laborator și animale domestice (de exemplu, porci) • Grupa IV - micobacterii cu creștere rapidă Nu formează pigment în lumină Crește rapid (până la zile) Acest grup include micobacteriile oportuniste M fortuilum, răspândite în natură, și micobacteriile saprofite M phlei și AG smegmatis CARACTERISTICI GENERALE Micobacteriile sunt bețișoare subțiri, ușor curbate sau drepte, de - x , - , microni, uneori ramificate ca un miceliu Micobacteriile sunt aerobe, nu formează spori, sunt imobile Peretele celular al micobacteriilor are o structură și o compoziție chimică caracteristice bacteriilor Gram-pozitive Peptidoglicanul peretelui celular conține acid mezodiaminopimelic; alanină, acid glutamic, glucozamină, acid muramic, arabinoză și galactoză Cu toate acestea, conținutul ridicat de lipide nu permite utilizarea coloranților de anilină convenționali pentru colorarea micobacteriilor, așa că sunt folosite metode speciale pentru a facilita pătrunderea colorantului în celulă Micobacteriile colorate nu se decolorează cu tratamentul ulterior cu acid și alcool Când este colorat cu carbol fuchsin, Mycobacterium tuberculosis are aspectul unor tije subțiri, ușor curbate, roșu purpuriu, cu o structură granulară Durata de creștere a micobacteriilor pe medii nutritive dense variază de la la de zile Temperatura optimă de incubare este de - °C Coloniile pot fi aspre, dense (forma R) sau netede, umede (forma S) Pe medii nutritive lichide, micobacteriile cresc la suprafață sub forma unui film uscat Pigmentul difuz este rar Coloniile unor specii sunt pigmentate de la galben slab la portocaliu Speciile fotocromogene de micobacterii necesită expunere la lumină pentru a forma pigment, speciile scotocromogene formează pigment independent de acțiunea luminii UNELE BOLI INFECTIOASE EPIDEMIOLOGIE Micobacteriile sunt larg răspândite în mediu, multe dintre ele sunt saprofite, iar restul sunt capabile să infecteze oamenii și/sau animalele Micobacteriile din grupul M tuberculosis sunt deosebit de periculoase pentru oameni, iar o persoană bolnavă servește drept rezervor pentru aceasta din urmă Infecția apare cel mai adesea prin mijloace aerogenice, mai rar prin piele și mucoase În cazuri sporadice, a fost înregistrată infecția transplacentară a fătului Infecția cu micobacterii tuberculoase nu implică întotdeauna dezvoltarea unui proces patologic În acest caz, condițiile de viață și de muncă, valoarea nutrițională și starea sistemului imunitar al oamenilor sunt de mare importanță Potrivit OMS, în , în lume au fost depistate , milioane de cazuri noi de tuberculoză; În fiecare an, - milioane de oameni mor de tuberculoză, sau de oameni în fiecare zi Aproximativ o treime din populația lumii este infectată cu Mycobacterium tuberculosis Etapa actuală se caracterizează printr-o creștere a prevalenței tuberculozei cauzată de tulpinile de micobacterii rezistente la medicamente, precum și o creștere a numărului de stări de imunodeficiență Potrivit statisticilor, riscul de tuberculoză la persoanele infectate cu HIV crește de aproximativ de ori Cele mai multe dintre cazurile letale ale bolnavilor de SIDA apar din cauza unei infecții cu tuberculoză combinată cu aceasta Incidența tuberculozei la ruși depășește la de mii de oameni, iar în districtele federale din Orientul Îndepărtat, Siberia și Ural, conform Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse, este cu - % mai mare Cel puțin , milioane dintre compatrioții noștri sunt bolnavi de tuberculoză, iar mortalitatea cauzată de aceasta reprezintă jumătate din toate decesele cauzate de boli infecțioase MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Tuberculoza se poate manifesta sub forme pulmonare si nepulmonare, in functie de calea de infectie Localizarea infecției determină natura tabloului clinic al bolii Datorită creșterii și reproducerii lente a micobacteriilor, precum și a răspunsului imun al organismului la acestea, manifestările clinice ale tuberculozei sunt adesea înregistrate mult timp după infecție Termenul "tuberculoză latentă" este folosit pentru a desemna stadiul sau forma infecției cu tuberculoză, caracterizată prin absența manifestărilor clinice ale infecției și diseminarea relativ liberă a micobacteriilor în întregul organism La adolescenții și adulții imunocompromiși, această diseminare poate duce la dezvoltarea tuberculozei miliare, caracterizată prin formarea de granuloame în diferite organe Cel mai adesea, generalizarea leziunilor tuberculoase are loc după pătrunderea conținutului granuloamelor în fluxul sanguin DIAGNOSTIC DE LABORATOR Sunt efectuate studii microbiologice pentru a identifica pacienții cu tuberculoză, pentru a verifica diagnosticul, pentru a monitoriza eficacitatea și corectarea chimioterapiei și pentru a evalua eficacitatea tratamentului Studiile de laborator pentru diagnosticul tuberculozei pot fi împărțite în două grupuri: ѵ' pentru a stabili sau confirma diagnosticul de tuberculoză; S pentru a caracteriza agentul patogen izolat Metoda microbiologică clasică de diagnosticare a tuberculozei include microscopia și cultura Alte metode moderne accelerate includ cultivarea Mycobacterium tuberculosis în sisteme automate și studii genetice moleculare Cu exceptia UNELE BOLI INFECTIOASE În plus, s-au înregistrat unele progrese în diagnosticul serologic al tuberculozei, deoarece au devenit disponibile truse de testare pentru screening Primul grup include metode directe de identificare a agentului etiologic direct al bolii Metodele directe includ metode tradiționale de diagnosticare microbiologică (microscopie și inoculare) și diagnosticare GSR, ceea ce face posibilă determinarea prezenței unui agent patogen ADN în materialul de diagnostic Metodele indirecte care vizează identificarea consecințelor impactului unui agent etiologic asupra organismului pacientului au o prevalență relativ scăzută în diagnosticul de laborator al tuberculozei Aceste metode includ imunoglobulina G legată de enzime, care este din ce în ce mai utilizată în țările cu o incidență scăzută a tuberculozei Studiile referitoare la al doilea grup vizează caracterizarea agentului patogen izolat: determinarea speciei acestuia (dovada apartenenței la complexul Mycobacterium tuberculosis) și a spectrului de sensibilitate la medicamente În prezent, atât metodele tradiționale microbiologice și biochimice, cât și metodele biologice moleculare moderne sunt utilizate pentru a caracteriza tulpinile clinice de Mycobacterium tuberculosis Pentru a asigura comparabilitatea indicatorilor epidemiologici în diferite regiuni ale țării și ale lumii, este necesară standardizarea procedurilor de cercetare, a formelor de prezentare și înregistrare a rezultatelor În acest sens, Federația Rusă a dezvoltat și aprobat metode unificate de cercetare microbiologică pentru diagnosticarea tuberculozei, care sunt obligatorii pentru utilizare în laboratoarele clinice de toate nivelurile și orice subordonare departamentală În plus, sunt reglementate formele de înregistrare a examinărilor microscopice pentru diagnosticul și controlul chimioterapiei tuberculozei Materiale pentru cercetarea de laborator Laboratorul serviciului antituberculoză trebuie să fie pregătit să primească orice material biologic pentru cercetare conform Anexei la ordinul Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale nr din , formular de înregistrare nr -TB/ y Spută Cel mai adesea, pentru diagnosticul de tuberculoză, sputa pacientului este examinată La un pacient cu tuse productivă, obținerea sputei nu este dificilă Material de diagnostic pentru tuberculoza extrapulmonară Lichide colectate aseptic Lichidele biologice (lichidul cefalorahidian, pericardic, sinovial, ascitic, sânge, măduvă osoasă) trebuie colectate în condiții aseptice într-un recipient steril La lichidele care au tendința de coagulare se adaugă heparină sterilă ( , mg/ml) sau oxalat de potasiu ( , - , ml de oxalat neutru % la ml de material) Materialul este livrat imediat la laborator Țesuturile colectate aseptic sunt plasate în recipiente sterile fără adăugarea de conservanți În cazul transportului pe termen lung, țesuturile trebuie plasate în soluție salină sterilă, acoperite cu gheață carbonică sau răcite la o temperatură de - °C Materialul trebuie livrat imediat la laborator Materiale cunoscute a fi contaminate Moza Urina (partea de mijloc sau întreaga porțiune de dimineață) este colectată în vase sterile după o toaletă amănunțită a organelor genitale externe Analiza urinei pentru micobacterii ar trebui să includă un studiu triplu obligatoriu În laborator, urina este centrifugată prin metoda sedimentării O caracteristică a existenței M tuberculosis în lichide este capacitatea lor de a rămâne în suspensie pentru o perioadă lungă de timp În acest sens, este recomandat UNELE BOLI INFECTIOASE centrifugare la g din întregul material, iar nu fracția de fund a acestuia obținută după depunerea în condiții naturale Nu se practică recoltarea zilnică a urinei pentru examen bacteriologic S-a stabilit că atunci când urina este depozitată mai mult de oră după colectare, numărul de celule microbiene ale microflorei nespecifice piogene și putrefactive crește de câteva ori Activitatea vitală a enzimelor acestei flore pot inhiba capacitatea de creștere a micobacteriilor; Examinările microscopice ale mogi nu trebuie efectuate din cauza apariției frecvente a saprofitelor rezistente la acid în el sângele menstrual Studiul sângelui menstrual necesită o abordare metodologică specială Prezența în acest material a unui număr mare de enzime proteolitice, fibrinolitice și alte enzime necesită livrarea imediată a materialului în laborator și prelucrarea sa atentă, deoarece sângele menstrual, pe de o parte, este un material foarte potrivit pentru dezvoltarea piogenului și flora putrefactivă, iar pe de altă parte, datorită abundenței enzimelor, afectează în mod negativ viabilitatea micobacteriilor Sângele menstrual nu trebuie recoltat cu un tampon, ci cu o aspirație sau un capac Kafka Se examinează în același mod ca sângele sau alte materiale amestecate cu sânge Următoarele tipuri de material de diagnostic sunt supuse cercetării; spută din căile respiratorii superioare după inhalare de aerosoli, spălări bronșice, spălări bronhoalveolare, material obținut prin bronhoscopie și biopsie, exudat, urină, sânge, LCR, țesuturi rezecate, frotiuri Materialul trebuie colectat în conformitate cu regulile de siguranță infecțioasă în flacoane sterile cu capace cu filet strâns Flacoanele cu un volum de - ml (diametrul orificiului - cel puțin mm) trebuie să fie din material rezistent la impact, să se topească ușor în timpul autoclavării, să fie ușor de manevrat, transparente sau translucide Cel mai comun material pentru izolarea micobacteriilor tuberculoase este sputa Pentru a crește eficacitatea studiului, este necesar să colectați material înainte de începerea chimioterapiei, mesele de dimineață și medicamentele Este recomandabil să recoltați cel puțin probe de spută de dimineață timp de zile consecutive Recoltarea sputei trebuie efectuată într-o încăpere separată, bine ventilată special destinată acestui scop (punctul de colectare a sputei), echipată cu lămpi bactericide și dezinfectanți sau în aer liber Sputa recoltată corespunzător ( - ml) are un caracter mucos sau mucopurulent Un recipient cu o porțiune de spută de volum suficient (cel puțin - ml), care conține bulgări compactați sau purulenți fără salivă, este închis cu grijă cu un capac cu filet, apoi recipientul este etichetat și plasat într-un bix special pentru transportul la laborator Cea mai bună opțiune este să folosiți recipiente transparente din plastic de unică folosință cu un volum de - ml pentru a colecta spută Materialul din care este fabricat un astfel de recipient trebuie să se topească (deformat) atunci când este autoclavat ( ° C), Atunci când se efectuează un studiu prin inoculare, pentru a crește eficacitatea acestuia, timpul dintre colectarea oricărui material și prelucrarea acestuia în laborator nu trebuie să depășească de ore Dacă acest lucru nu este posibil, materialul este păstrat la frigider ( - °) C timp de cel mult de ore) Adăugarea de conservanți la probe (soluție % de fosfat de sodiu trisubstituit, soluție % de clorură de cetilpiridină, soluție - % de acid boric) vă permite să creșteți durata de valabilitate a acestora în frigider până la - zile Congelarea probelor este permisă nu mai mult de o dată Niciuna dintre metodele de mai sus nu este optimă, livrarea la timp este singura garanție a siguranței materialelor UNELE BOLI INFECTIOASE Laboratorul ar trebui să elaboreze și să documenteze reguli pentru respingerea materialului, inclusiv: ❖ refuzul de a accepta probe primare fără documentația de identificare și etichetarea necesară (este inacceptabil să se efectueze cercetări pe baza unei cereri orale, fără o trimitere scrisă adecvată); ❖ comportament în raport cu probe de calitate nesatisfăcătoare; ❖ măsuri în cazul detectării containerelor închise deteriorate sau neetanșe Bacterioscopie Scopurile bacterioscopiei materialului clinic sunt detectarea micobacteriilor în cazurile de suspiciune de tuberculoză și evaluarea eficacității chimioterapiei la pacienții cu aceasta În laboratoarele de diagnostic clinic ale rețelei medicale generale, unde se efectuează doar examinări microscopice, metoda microscopiei frotiului direct este utilizată direct din materialul clinic (sputa, urină, puroi) În același timp, detectarea Mycobacterium tuberculosis este posibilă cu o probabilitate de % dacă ml de spută conține mai mult de de celule microbiene Dacă proba de testat conține mai puțin de micobacterii/ml, este dificil să le detectăm în frotiu Performanța microscopiei este crescută la examinarea mai multor probe de spută prelevate de la un pacient și la concentrarea materialului de diagnostic, de exemplu, prin centrifugare În acest din urmă caz, frotiul este preparat dintr-un sediment îmbogățit preparat din material de cultură decontaminat Pentru a asigura supraviețuirea unei părți suficiente a populației de micobacterie, este necesar să se utilizeze metode de prelucrare care să permită, pe de o parte, suprimarea microorganismelor piogene și putrefactive cu creștere rapidă și, pe de altă parte, să maximizeze viabilitatea micobacteriilor prezente în material Pentru unificarea rezultatelor studiului, este necesar să se utilizeze metode standard pentru omogenizarea și decontaminarea materialului de diagnostic, precum și pentru culturile pe medii lichide gata preparate, metode recomandate de producător Următoarele fluide și țesuturi biologice nu trebuie decontaminate dacă au fost luate în flacoane sterile în conformitate cu regulile de asepsie: ❖ lichide cefalorahidiane, sinoviale și alte lichide din cavitățile închise; Măduvă osoasă: puroi din abcese reci; > - cantitate semnificativă de AFB Colorarea cu coloranți fluorocromi (auramină sau rodamină) crește eficiența microscopiei cu % Frotiurile pentru microscopie cu fluorescență se prepară dintr-un sediment obținut prin tratarea materialului cu un detergent (pentru a elibera micobacteriile de mucusul care le înconjoară), urmată de spălare sau neutralizare și centrifugare la g Sub iradiere cu ultraviolete, celulele colorate încep să strălucească pe un fundal întunecat - AFB-urile arată ca niște tije de aur, micobacteriile saprofite sunt colorate în verde Luminozitatea și contrastul imaginii fac posibilă reducerea măririi totale a microscopului de - ori, ceea ce ajută la extinderea câmpului vizual și la reducerea timpului de vizualizare al preparatului În același timp, microscopia luminiscentă face posibilă detectarea celulelor micobacteriene alterate care și-au pierdut rezistența la acid sub influența chimioterapiei și nu sunt detectate prin colorația Ziehl-Neelsen Colorarea de înaltă calitate și eficientă cu coloranți fluorocromi necesită respectarea obligatorie a acidității (pH) frotiului, precum și eliberarea micobacteriilor din mucusul din jur, care împiedică pătrunderea UNELE BOLI INFECTIOASE colorant într-o celulă microbiană Nerespectarea acestor condiții duce la o scădere a eficacității microscopiei fluorescente și la obținerea unor rezultate fals-negative ale studiului Metodele microscopice de depistare a micobacteriilor sunt utilizate pe scară largă pentru depistarea precoce a celor mai periculoși pacienți epidemic - excretorii bacterieni Avantajele acestei metode sunt specificitatea ridicată ( ^- %), rezultatele rapide ( - zile) și economie Examinarea microscopică nu permite identificarea (identificarea speciilor) și determinarea susceptibilității la medicamente a AFB izolate Dacă rezultatul analizei sputei este negativ, răspunsul în forma -TB / y nu este emis până când toate cele trei (cel puțin două) probe de spută nu au fost examinate Laboratorul informează imediat medicul care a trimis materialul spre examinare despre un rezultat pozitiv al analizei Izolarea micobacteriilor Metoda de cultură, spre deosebire de cea microscopică, are o sensibilitate ridicată (poate fi folosită pentru a detecta micobacteriile în probe când titrul acestora este > bacterii vii/ml) Aceasta contribuie la o creștere (cu peste - %) a numărului de pacienți nou diagnosticați într-un stadiu incipient al bolii, când tuberculoza este încă relativ bine tratabilă Obținerea unei culturi pure permite identificarea, determinarea sensibilității la medicamente și studiul virulenței micobacteriilor tuberculoase Dezavantajele semnificative ale metodei de cultură sunt durata (timpul de așteptare pentru rezultatele inoculării pe medii nutritive dense poate ajunge la luni), costul mai mare și complexitatea procesării materialului de diagnostic După omogenizare și decontaminare, materialul de diagnostic este centrifugat (îmbogățirea sedimentului), supus neutralizărilor și semănat pe suprafața mediilor nutritive dense sau introdus în eprubete cu mediu nutritiv lichid (semilichid) Frotiurile pentru microscopie sunt preparate din restul sedimentului Pentru o interpretare clinică fiabilă a rezultatelor unui studiu microbiologic, este necesar să se efectueze studii culturale și microscopice paralele din același eșantion de material de diagnostic Tuburile inoculate sunt incubate într-un termostat la o temperatură de ° C timp de zile în poziție orizontală (pentru absorbția uniformă a materialului în mediul nutritiv), apoi transferate în poziție verticală, închise ermetic cu dopuri de cauciuc sau silicon și ținut într-un termostat la o temperatură de ° C timp de - săptămâni cu revizuire săptămânală regulată La fiecare vizionare, perioada de creștere observată vizual din ziua semănării, intensitatea creșterii (numărul de CFU), contaminarea semănării cu microfloră străină (se îndepărtează astfel de tuburi), absența creșterii vizibile și tuburile sunt lăsate într-un termostat sunt înregistrate) Un rezultat negativ este înregistrat la sfârșitul perioadei de incubație Pentru cultivarea micobacteriilor se folosesc medii nutritive dense, semi-lichide și lichide Pentru a crește eficacitatea însămânțării, se recomandă utilizarea a - medii nutritive de compoziție diferită în același timp Ca mediu nutritiv standard pentru izolarea primară a agentului cauzal al tuberculozei și determinarea sensibilității sale la medicamente, OMS recomandă mediul Lowenstein-Jensen În țara noastră, pe lângă acesta, mediul Finn- este utilizat pentru examinarea bacteriologică pentru tuberculoză Acesta este un mediu dens de ou cu compoziție complexă, pe care crește micobacteriile UNELE BOLI INFECTIOASE se manifestă în ziua a - Mediile cu agar Middlebrook (agar-uri H , H ) care au apărut în ultimii ani permit detectarea mai rapidă a creșterii mycobacterium tuberculosis (în decurs de - săptămâni) și oferă oportunități mai bune pentru studiul morfologiei coloniilor decât mediile pe bază de ouă Micobacteriile tuberculoase formează colonii cu morfologie caracteristică pe medii nutritive dense De exemplu, M tuberculosis pe medii nutritive dense formează de obicei colonii aspre (forma R) de diferite dimensiuni și forme - uscate, încrețite, fildeș sau ușor pigmentate Sub influența tratamentului antituberculos, modelul de creștere se modifică - apar colonii netede, umede (în formă de S) Un complex de studii speciale ajută la deosebirea Mycobacterium tuberculosis de Mycobacterium non-tuberculoase și saprofite rezistente la acid Un răspuns pozitiv este dat după o examinare microscopică obligatorie a unui frotiu din colonii colorate conform Ziehl-Neelsen: micobacteriile din preparat arată ca niște tije roșii aprinse, situate singure sau în grupuri formând ciorchini sub formă de mănunchiuri și împletituri (Fig ) - , vezi col insert) În culturile tinere, izolate în special de la pacienții care au urmat cure lungi de chimioterapie, micobacteriile sunt polimorfe (cocoide, alungite, asemănătoare miceliului fungic) La izolarea micobacteriilor se cuantifică intensitatea creșterii lor: o (+) - - CFU într-o eprubetă - excreție bacteriană slabă; (++) - - CFU in vitro - excreție bacteriană moderată; (+++) - mai mult de CFU într-o eprubetă - excreție bacteriană abundentă Valoarea prognostică valoroasă în tuberculoză este caracteristica viabilității agentului patogen, care este evaluată prin doi indicatori - rata de creștere și timpul care a trecut de la momentul însămânțării până la izolarea culturii de M tuberculosis Se observă un grad scăzut de viabilitate a populației microbiene cu o creștere mai mică de CFU într-o eprubetă cu o durată de creștere mai mare de de zile, un grad ridicat - cu o creștere de CFU sau mai mult într-o eprubetă cu o durată de creștere mai mică de de zile Avantajul metodei de cultură este izolarea unei culturi pure de M tuberculosis, care permite identificarea, determinarea sensibilității la medicamente, a virulenței și a viabilității agentului patogen Diagnosticul cultural suferă în prezent modificări asociate cu introducerea în practică a sistemelor automate de cultivare a M tuberculosis - MGIT-BACTEC- și MB/Bac> Avantajele sistemelor bazate pe medii de cultură lichide sunt automatizarea totală sau parțială, detectarea accelerată a creșterii micobacteriene, capacitatea de a determina susceptibilitatea medicamentului la medicamente anti-TB de linia și unele medicamente anti-TB de linia a -a În sistemul MGIT (Tub Indicator de Creștere Micobacteria), destinat utilizării în dispozitivul VASTES- Micobacteriile sunt cultivate în eprubete speciale cu un mediu nutritiv lichid bazat pe un mediu simptome neurologice dacă se suspectează un posibil rol etiologic al infecţiei sifilitice în dezvoltarea acestor simptome Lichidul cefalorahidian este supus la următoarele teste: <> citologice; determinarea conținutului de proteine; o - cercetare în reacții de microprecipitare (RMP), hemaglutinare pasivă (RPHA), imunofluorescență (RIF-abs) și test de laborator de cercetare a bolilor venerice (VDRL) UNELE BOLI INFECTIOASE Detectarea agentului patogen în materialul clinic Microscopie în câmp întunecat Un studiu asupra treponemei palide într-un câmp întunecat este efectuat folosind un microscop cu lumină cu un condensator de câmp întunecat Metoda microscopiei în câmp întunecat se bazează pe binecunoscutul fenomen Tyndall, care se manifestă prin vizualizarea particulelor de praf luminoase într-un fascicul de lumină Condițiile necesare sunt create prin înlocuirea condensatorului obișnuit al microscopului cu un condensator special în care partea centrală este întunecată, pătrunderea razelor de lumină are loc printr-o fantă îngustă Cu iluminarea laterală pe un câmp întunecat, se obține o strălucire reflectată a tuturor particulelor solide, inclusiv treponemul palid Pentru a obține un câmp întunecat, este necesară o sursă de lumină puternică Microscopia în câmp întunecat poate fi utilizată pentru a diagnostica sifilisul congenital primar, secundar și precoce În plus față de descărcarea de sifilide plângătoare, este posibil să se pregătească un preparat pentru microscopie din punctate ganglionilor limfatici regionali, cefalorahidian, lichid amniotic Prezența treponeme-comensale pepatogenice ale G refringers, T phagedenis (reit-en) în tractul urogenital T denticola în cavitatea bucală face dificilă și nesigură studiul cu material obținut din manifestări pe membrana mucoasă a cavității bucale sau rectului, deoarece aceste treponeame sunt similare morfologic cu T pallidum Dacă este necesar să se studieze materialul obținut din aceste localizări, este mai bine să se acorde preferință PIF-ului sau metodei biologice moleculare Pe un fundal întunecat, puteți vedea, de asemenea, leucocite neutrofile (care arată ca formațiuni granulare rotunde, strălucitoare), limfocite (celule de formă rotundă cenușiu-întunecată, slab strălucitoare), celule epiteliale (rotunde sau neregulate, mult mai mari decât leucocitele și puternic luminoase), eritrocite (elemente întunecate rotunde, mărginite de o bandă luminoasă puțin mai mică decât leucocitele) Dacă există o mulțime de eritrocite, câmpul devine prea ușor, treponeamele sunt mai puțin vizibile, se pot ascunde sub eritrocite În acest caz, este mai bine să luați din nou materialul Este necesară o oarecare experiență pentru recunoașterea în prepararea G pallidum, care arată ca o spirală foarte subțire de - microni lungime și , - , microni grosime, cu - bucle uniforme până la , - , microni adâncime și poate fi ușor confundat cu microorganismele comensale T pallidum efectuează diverse tipuri de mișcări, printre care sunt caracteristice treponemului patogen: flexie, cel mai adesea la mijlocul lungimii corpului său, și pendul (Fig - ) Caracteristici morfologice și prezență Tipuri de mișcare de treponem palid la popoate nativ Nepatognomonic pentru T paladiu Orez - Tipuri de mișcare a treponemului palid în preparatul nativ UNELE BOLI INFECTIOASE mișcările caracteristice treponemului palid sunt semne diagnostice ale T pallidum Dacă, după un singur studiu, treponemul palid nu a putut fi detectat, leziunea trebuie spălată cu soluție salină și apoi reexaminată Cu toate acestea, chiar și un rezultat negativ multiplu al unui astfel de studiu nu exclude sifilisul În astfel de cazuri, este necesar să se efectueze un studiu serologic Metoda imunofluorescenței directe Metoda PIF prevede detectarea directă a T pallidum într-o probă în timpul procesării materialului clinic cu conjugați de anticorpi monoclonali specifici cu coloranți fluorescenți Avantajele metodei sunt posibilitatea diferențierii treponeamelor patogene de cele nepatogene în studiul probelor prelevate din mucoasele cavității bucale și rectului, fixând preparatele înainte de transportul la laborator Această metodă poate examina și materialul obținut dintr-o biopsie sau autopsie Preparatele sunt examinate folosind un microscop fluorescent la mărire x , x și x În acest caz, celulele sunt colorate în roșu-portocaliu sau galben, treponemul pal fluorescă verde strălucitor, păstrând toate caracteristicile morfologice ale spirochetei Metode genetice moleculare În prezent, nu există teste comerciale pentru detectarea ADN-ului T pallidum Toate testele auto-produse trebuie validate cu cel puțin probe pozitive de la pacienți seropozitivi cu leziuni confirmate prin microscopie în câmp întunecat și probe negative de la pacienți seronegativi În PCR, pot fi examinate răzuire ale șancrelor și alte erupții cutanate (papule, condiloame largi etc ), lichidul cefalorahidian, lichidul amniotic și serul sanguin Reacția necesită atât un control negativ, cât și unul pozitiv O suspensie de treponeme preparată din testiculele de iepure infectate și diluată la o concentrație de aproximativ treponeme/ml poate fi utilizată ca martor pozitiv, în timp ce un preparat din testicule de iepure neinfectate poate fi utilizat ca martor negativ PCR este o metodă bună pentru diagnosticarea sifilisului cu o cantitate mică de treponem în materialul de testat Acest test nu și-a găsit încă aplicație în practica testelor de laborator de rutină pentru sifilis, este folosit doar în scopuri de cercetare Este foarte specific, sensibil și oferă rezultate reproductibile atunci când este efectuat și pregătit corect Au fost dezvoltate și alte metode genetice moleculare fără amplificare pentru diagnosticarea sifilisului (inclusiv hibridizarea acidului nucleic și hibridizarea cu puncte), dar sunt mai puțin sensibile decât PCR Metode utilizate pentru stabilirea unui diagnostic preliminar A Teste non-treponemice Un amestec de cardiolipină, lecitină și colesterol este utilizat ca antigen în testele non-treponemale Acestea permit screening-ul unui număr mare de persoane, evaluând eficacitatea terapiei Ele se bazează în principal pe floculare (floculare în amestecul de reacție) Permite detectarea anticorpilor IgG și IgM la lipidele peretelui celular al treponemului palid, care apar în sânge la aproximativ săptămână după formarea unui șancru dur Avantajele testelor non-treponemale sunt costul redus, simplitatea tehnică și viteza de obținere a rezultatului studiului Posibilitate de decizie UNELE BOLI INFECTIOASE reacțiile ki într-o variantă cantitativă cu determinarea titrului de anticorpi permit utilizarea lor în caz de reinfecție/recădere și evaluarea eficacității terapiei O limitare a utilizării sale este sensibilitatea destul de scăzută și prezența unor rezultate fals pozitive la screeningul populațiilor cu o incidență scăzută a bolii Informațiile care caracterizează cele mai frecvent utilizate reacții non-treponemale (RMP RPR, test VDRL) sunt prezentate în tabel - Tabel Sensibilitatea și specificitatea metodelor non-treponemice pentru diagnosticul serologic al sifilisului Tip de reacție Sensibilitate la diferite stadii de sifilis, % Specificitate, % primar secundar latent precoce latent târziu RMP ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) VDRL ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) RPR ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) Notă RMP, reacție de microprecipitare; VDRL - Test de laborator de cercetare a bolilor venerice; RPR - test rapid de reagină în plasmă (Rapid Plasma Reagin Test) RMP este o modificare a VDRL și este utilizat în majoritatea țărilor din Comunitatea Statelor Independente (CSI) Reacția de microprecipitare Opțiune de calitate Pentru studiu se utilizează plasmă, ser inactivat sau LCR Când se adaugă o emulsie a unui antigen cardiolipin (complexul colesterol-cardiolipină-lecitină) în plasmă, ser sanguin sau lichid cefalorahidian al unui pacient cu sifilis, are loc aglutinarea și se formează un precipitat (complexul "antigen-an gitell"), care precipită sub formă de fulgi albi RMP se efectuează în godeurile unei plăci imunologice cu fundul rotunjit pentru macrotitrare sau în godeurile cu fundul plat lustruit din plăci din sticlă organică (plexiglas) cu grosimea de , - , cm Reacția se desfășoară cu agitare constantă a mediu de reacție: prin agitarea manuală a plăcii sau pe platforma agitatorului (rotator orbital) În absența anticorpilor în proba de testat, aspectul mediului de reacție nu se modifică - acesta rămâne opalescent Prezența anticorpilor-precipitine în proba de material biologic este evidențiată prin formarea de fulgi ai precipitatului, în timp ce mediul de reacție este clarificat Mărimea particulelor de precipitat, evaluată vizual, este o măsură a contabilizării semi-cantitative a conținutului de anticorpi și poate fi exprimată în unități arbitrare - de la unu la patru plusuri (Tabelul - ) La răspunsul GI maxim exprimat ( +), o evaluare semicantitativă suplimentară a conținutului de anticorpi este efectuată prin testarea diluțiilor în serie ale probei studiate de material patologic (titrare) Contabilitatea se realizează cu iluminarea laterală a tabletei Tableta se ține în mâini și se agită ușor; pentru o înregistrare mai clară, sub tabletă se pune o coală de hârtie neagră și se folosește o lupă de x varianta semicantitativa Toate probele de material biologic care au dat un rezultat pozitiv în timpul screening-ului trebuie examinate într-o versiune semi-cantitativă a RMP În godeurile tabletei se efectuează o serie de diluții consecutive de două ori ale fiecărei probe: din materialul biologic întreg la : , : - până la : (opt diluții) sau , (zece diluții) Contabilitatea se face conform metodei standard În acest caz, titrul de anticorpi este considerat ultima diluție în care s-a format precipitatul UNELE BOLI INFECTIOASE Tabelul - Evaluarea rezultatelor RMP Descrierea rezultatului Accent pozitiv ( +) Fulgi mari de precipitat alb sunt distribuiti uniform pe întregul volum al godeului sau tind să fie localizați de-a lungul părții periferice a godeului, în timp ce mediul de reacție este aproape complet transparent Fulgii de dimensiuni medii pozitivi ( +) sunt distribuiți în tot puțul, mediul de reacție are un fagure albicios Slab pozitiv ( +- si +) Fulgi mici de precipitat sunt distribuiti pe tot volumul godeului, mediul de reactie are un agaric de miere albicios Îndoielnic (±) Prezența de fulgi foarte mici, prezența îndoielnică a precipitatului; când placa este agitată, particulele de antigen prezintă revărsări sidefate ale mediului de reacție La primirea unui astfel de rezultat, se recomandă reexaminarea acestei probe de material biologic în formă integrală și în diluții (pentru a exclude fenomenul eonilor) și a unei noi probe (seruri pereche) obținute după - zile pentru a controla dinamica procesului Negativ Fără precipitat, mediul de reacție este opac; atunci când placa este agitată, particulele de antigen cardiolipin se mișcă, formând nuanțe alb sidefat în centrul godeului Surse de ERORI LA Efectuarea RMP • Excluderea din reacția serurilor de sânge de control, în special a celor slab pozitive • Concentrația neuniformă a antigenului în emulsie din cauza amestecării insuficiente înainte de utilizare • Contaminarea bacteriană a emulsiei • Încălcarea termenilor și condițiilor de păstrare a plasmei și serului sanguin, antigenului și emulsiei sale, soluțiilor • Utilizarea de eprubete, pipete, plăci, soluții contaminate la stabilirea reacțiilor • Încălcarea tehnicii de prelevare a sângelui de la un deget (modificarea raportului dintre citrat de Na și sânge) • Înlocuirea citratului de sodiu trisubstituit cu disubstituit Aceste erori pot duce la rezultate atât fals-negative, cât și fals-pozitive Test rapid de reagină plasmatică (RPR) Când o suspensie de antigen de cardiolipină stabilizat adsorbit pe particule fine de cărbune este adăugată în plasma sanguină sau serul unui pacient cu sifilis, se formează complexe antigen-anticorp care colectează particulele de cărbune în agregate mai mari; în acest caz, rezultatul reacției poate fi luat în considerare cu ochiul liber Testul RPR se efectuează pe carduri speciale de unică folosință din carton sau plastic, pe care sunt stoarse puțuri de mică adâncime cu un diametru de mm Înainte de începerea studiului, cardurile sunt marcate: numărul probei de ser sau plasmă de sânge este înscris cu un stilou sau un creion în conformitate cu înregistrările din jurnalul rezultatelor testului RPR În godeurile cardurilor se introduc probe de ser sau plasmă sanguină de testat și o suspensie de antigen Pentru o formare mai eficientă a complexelor antigen-anticorp, conținutul godeurilor este agitat timp de minute la temperatura camerei pe o platformă de agitare orbitală În absența anticorpilor în proba de testat, aspectul mediului de reacție nu se modifică, acesta rămâne omogen UNELE BOLI INFECTIOASE Q O versiune calitativă a determinării reaginelor plasmatice rapide Rezultatele sunt înregistrate la lumină bună, cardul este așezat pe masă sau ținut în mâini și agitat ușor; pentru o înregistrare mai clară, se folosește o lupă de mărire de două ori Prezența anticorpilor reaginici în proba de material biologic este evidențiată prin formarea de particule floculate de diferite dimensiuni, în timp ce mediul de reacție este clarificat Principiile de evaluare a rezultatelor testelor sunt prezentate în tabel - Tabelul - Evaluarea rezultatelor testului rapid de reagină în plasmă Descrierea rezultatului Pozitiv Agregatele mari și medii de particule de cărbune negru sunt situate în întregul puț sau tind să fie situate mai aproape de periferia sondei, în timp ce mediul de reacție este aproape complet transparent Slab pozitiv Agregate rare și mici de particule de cărbune, fulgii de precipitat sunt distribuiti de-a lungul periferiei bine de reacție, mediul de reacție are o structură omogenă Negativ Nu există agregate vizibile de particule de cărbune în probă, mediul de reacție al unei structuri omogene sau particulele de cărbune sunt colectate în partea centrală a puțului, formând o pată neagră Probele de ser sau plasmă care prezintă rezultate pozitive și slab pozitive în timpul screening-ului sunt examinate printr-o variantă semicantitativă (titrare) La unii pacienţi cu niveluri foarte mari de anticorpi, se poate obţine un răspuns slab pozitiv la testul RPR cu material biologic nediluat (manifestarea fenomenului prozonă); motivul acestui fenomen este că un exces de anticorpi împiedică formarea de fulgi mari de precipitat În aceste cazuri, se recomandă studierea probelor diluate de material biologic Determinarea semi-cantitativă a reaginelor plasmatice rapide RPR semi-cantitativ se realizează prin titrarea probelor și se utilizează în următoarele cazuri: Tabelul - Interpretarea rezultatelor testelor serologice pentru sifilis Manifestări clinice ale sifilisului Documente de tratament ELISA (anticorpi totali - IgM + IgG) IqM-ELISA iqG-ELISA RPHA RMP (RPR) Interpretarea rezultatelor + - + + - - - Sifilis primar - - + + - - - Perioada de incubație sau factorul de decizie + - + +/- + + + Sifilis (stadiul conform tabloului clinic) - - + +/- + + + Sifilis latent - + + +/- + + + Starea după tratamentul dat Rezistența serorului? - + + - + + - Starea după tratament Nu este supus tratamentului și observării ulterioare - - + - + + - Sifilis latent, posibil tardiv sau după infecție înfășată în trecut - - + + + + - Sifilis latent - + + + + + - Reinfecție sau stare la scurt timp după terminarea tratamentului sau decident pentru IgM + + + +/- + + +/- Reinfecție sau recidivă clinică - + + - +/- +/- - Starea după tratament Nu este supus tratamentului și observării ulterioare - - + - +/- - Starea după tratament sau factorul de decizie - - - - - - + decident - - + + - - + Perioada de incubație sau factorul de decizie UNELE BOLI INFECTIOASE UNELE BOLI INFECTIOASE Lewis DA, Young Н Sifilis // Sex Transmitere Infecta - - Sine - SuppI IV - P - Palmer HM, Higgins SP, Herring AJ, Kingston MA Utilizarea PCR în diagnosticul precoce al sifilisului în Regatul Unit // Sex Transmitere Infecta - - Sinele - P - Mabey D, Peeling RW, Ballard R, et al Evaluare prospectivă, multicentrică, bazată pe clinică, a patru teste de diagnosticare rapidă pentru sifilis // Sex Transmitere Infecta - - Sine - Supl - P - Ratnam S Diagnosticul de laborator al sifilisului // Can J Infectează Acest Med Microbiol - - Sinele - N - P - ГОНОКОКК ТАКСОНОМИЯ Gonoreea (Neisseria gonorrhoeae) - O specie din genul Neisseria, membru al genului Neisseriaceae CARACTERISTICI GENERALE N gonorrhoeae este un diplococ aerob gram-negativ, are forma boabelor de cafea cu dimensiunea de , - , x , - , microni, față în față cu o suprafață concavă Formează o capsulă care prezintă proprietăți imunogene și antifagocitare N gonorrhoeae produce oxidază și catalază, spre deosebire de alți reprezentanți ai genului Neisseria, fermentează glucoza și nu fermentează maltoza, zaharoza și lactoza Fermentarea glucozei are loc cu formarea de acid fără gaz Bacteriile modificate, inclusiv formele L, nu fermentează carbohidrații, nu prezintă activitate proteolitică, nu produc amoniac, hidrogen sulfurat și indol, nu provoacă hemoliză pe medii care conțin sânge N gononhoeae nu este rezistentă la factorii de mediu: moare la uscare, în apă cu săpun, sub acțiunea antisepticelor și a medicamentelor antibacteriene, la încălzire peste °C, sub influența razelor directe ale soarelui EPIDEMIOLOGIE Gonoreea este o infecție antroponotică În afara corpului uman, agentul patogen moare rapid Principala cale de infectare este cea sexuală Există gonoreea genitală (leziunea organelor urogenitale), extragenitală (lezarea rectului, faringelui, conjunctivei) și metastatică (diseminată) - o complicație a primelor două opțiuni Infecția gonococică poate apărea fără complicații sau cu complicații (Tabelul - ) Tabelul - Principalele manifestări clinice ale infecției gonococice necomplicate Pacienți Manifestări clinice Femei Cervicita, uretrita, bartolinita Barbati Uretrita, balanopostita Bărbați și femei Faringită, conjunctivită, proctită Copii Uretrita, vaginita, conjunctivita, aringita, proctita Nou-născuți și sugari Oftalmie neonatală, vulvovaginită Infecția de la un partener sexual cu localizarea extragenitală a infecției în timpul contactelor genito-orale duce la amigdalita gonoreică (amigdalafaringită), cu contacte genito-anale - la proctită gonoreică Infecția extrasexuală este posibilă prin contact direct: ❖ în cazul contactului sau scurgerii scurgerii în ochi, pe membrana mucoasă a cavității bucale sau rectului; în timpul trecerii nou-născutului prin canalul de naștere al mamei UNELE BOLI INFECTIOASE La copii au fost descrise cazuri de meningită gonococică, adesea precedate de conjunctivită, precum și de sepsis și artrită neonatală În aceste cazuri, infecția ar fi putut avea loc pe cale hematogenă sau prin lichidul amniotic infectat Este posibilă o cale de infecție intranatală Infecția indirectă non-sexuală este rară la contactul foarte strâns în gospodărie a unui copil mic cu o mamă bolnavă (fete - prin articole de igienă personală împărtășite cu mama lor) După recuperare, cu un nou contact cu sursa de infecție, este posibilă reinfecția - reinfectare Pe lângă reinfecție, poate să apară suprainfectie (de obicei, cu un focus cronic izolat) MANIFESTĂRI CLINICE ALE INFECȚIEI Perioada de incubație este de - zile Apoi, în multe cazuri de infecție gonococică, apare o imagine clinică detaliată a infecției gonoreice, a cărei manifestare principală este scurgerea purulentă N gonorrhoeae, răspândindu-se prin mucoasa (cale ascendentă), limfo- sau hematogen, poate provoca afectarea organelor pelvine, a cavității abdominale până la dezvoltarea sepsisului gonococic cu septicemie și septicopiemie Conform ICD- , infecția gonococică apare sub următoarele forme: -> A - infectie gonococica a tractului genito-urinar inferior fara abcese ale glandelor parauretrale si anexe (de exemplu, uretrita, cistita, vulvovaginita, cervicita); ❖ A - infecția gonococică a tractului genito-urinar inferior cu formarea de abcese a glandelor parauretrale și anexe (de exemplu, abcesul gonococic al glandelor vestibulare mari); o A Pelvioperitonita gonococică și alte infecții gonococice ale organelor urogenitale (de exemplu, epididimita, orhită, prostatita, boală inflamatorie pelvină la femei); ❖ A - infecție gonococică a ochiului (ex , conjunctivită, iridociclită, gonococ oftalmie neonatală); A - Infecția gonococică a sistemului musculo-scheletic (de exemplu, artrită, bursită, osteomielita, sinovită, tenosinovită); ❖ A - faringită gonococică; o A - infectie gonococica a regiunii anorectale; A - alte manifestări clinice ale infecției gonococice (abces cerebral, endocardită, meningită, miocardită, pericardită, peritonită, pneumonie, sepsis, leziuni cutanate) Complicațiile infecției gonococice sunt diverse - epididimita, anexită, artrită etc Într-o serie de cazuri, infecția cu N gonorrhoeae este asimptomatică, în timp ce agentul patogen se înmulțește doar pe suprafața mucoaselor, fără a pătrunde în țesuturi și fără a provoca inflamații În tabel - prezintă indicaţiile pentru testarea infecţiei gonococice Tabelul - Persoane care urmează să fie testate pentru infecția gonococică Pacienți Indicații pentru examinare Bărbați Plângeri de scurgeri purulente sau mucopurulente din uretra, mâncărimi ale uretrei, simptome de disurie Durere în epididim sau testicul Durere și scurgeri din rect; semne de proctită Modificări inflamatorii în zona deschiderii externe a fătului, pasaje parauretrale Semne de inflamație a prostatei Semne de conjunctivită UNELE BOLI INFECTIOASE Sfârșitul mesei - Pacienți Indicații pentru examinare Femei Boli inflamatorii ale zonei urogenitale, scurgeri purulente sau mucopurulente din vagin, manifestări de anexită, proctită, vulvovaginită, cervicite Plângeri cu privire la apariția unor tulburări subiective în zona genitală (mâncărime, arsuri în timpul urinării, dureri în abdomenul inferior, alb crescut, pete) Semne de conjunctivită Eroziunea colului uterin Infertilitate, avorturi spontane obișnuite, antecedente de naștere prematură Îndreptată spre întreruperea sarcinii Femeile însărcinate sunt examinate de trei ori: ❖ -a examinare - la înregistrare O a -a examinare - la o perioadă de - de săptămâni A -a examinare - la o perioadă de - de săptămâni În afara termenilor indicați, examinarea femeilor însărcinate se efectuează conform indicațiilor (apariția secrețiilor din tractul genital, plângeri subiective) În spitalele ginecologice, toate femeile care nu au fost examinate înainte de spitalizare sunt examinate înainte de prescrierea tratamentului cu antibiotice În maternități sunt examinate toate femeile aflate în travaliu fără carduri de schimb, femeile în curs de naștere cu un curs complicat al perioadei postpartum, de preferință în a - -a zi după naștere Nou-născuți cu conjunctivită purulentă sau vulvovaginită Când se confirmă etiologia gonococică a conjunctivitei sau vulvovaginitei, este necesară examinarea părinților Copii (fete) Cu simptome de vaginită, vaginită Pacienți care au contact sexual cu un pacient cu gonoree În curs de depistare pentru alte ITS Cu trihomoniază diagnosticată înainte și după tratament Profesii decretate la efectuarea examenelor medicale preliminare obligatorii (la solicitarea unui loc de muncă) și periodice în conformitate cu documentele de reglementare aprobate Cei care au fost abuzați sexual Grupurile de risc în care este rezonabil să se utilizeze screening-ul folosind metode ADN/ARN includ: <> persoane angajate în sex comercial; ❖ bărbați homosexuali; ❖ femeile însărcinate; ъ persoane sub de ani care au mai mulți parteneri sexuali DIAGNOSTIC DE LABORATOR Pentru diagnosticul de laborator al infecției gonococice, sunt utilizate următoarele metode (Tabelele - ): ❖ microscopic (bacterioscopie); ❖ cultural (bacteriologic); despre genetica moleculară Tabelul - Metode recomandate pentru diagnosticarea infecției gonococice Zona de prelevare Metode de diagnostic Comentarii Secreții uretrale (bărbați), secreții endocervicale sau uretre (femei) Bacterioscopic cu colorație Gram Detectarea diplococilor gram negativi localizați în exteriorul și în interiorul leucocitelor, evaluarea severității inflamației Nu poate fi folosit ca singura metoda de diagnostic UNELE BOLI INFECTIOASE Sfârșitul mesei - Zona de prelevare Metode de diagnostic Comentarii Cultural (bacteriologic) Pentru izolarea și identificarea A/, gonoree și evaluarea sensibilității la medicamentele antimicrobiene Izolarea culturii N gonorrhoeae Dovezi de infectie gonococica Metoda de screening genetică moleculară (PCR) Detectarea ADN/ARN de N gonorrhoeae necesită confirmare prin cultură sau metodă alternativă de amplificare a acidului nucleic Genetică moleculară (NASBA) Metoda este utilizată atunci când rezultatele examinării prin metode non-culturale (microscopie, PCR) nu se potrivesc Secreții orofaringiene, conjunctivale, rectale Bacteriologice Pentru izolarea și identificarea N gonorrhoeae și evaluarea susceptibilității antimicrobiene Principala metodă de diagnosticare Metoda de screening genetică moleculară (PCR) - dacă este detectat ADN/ARN de N gonorrhoeae, este necesară confirmarea prin cultură sau metodă alternativă de amplificare a acidului nucleic Urina (barbati si femei) Metoda de screening genetica moleculara (PCR, NASBA) - daca este detectat ADN/ARN de N gonorrhoeae, se impune studiul materialului clinic obtinut din uretra la barbati, din uretra si canalul cervical la femei, si studiul materialului clinic din alte regiuni anatomice Vulva/vagin (fete), vagin (femei după histerectomie) Cultură Pentru izolarea și identificarea N gonorrhoeae și evaluarea susceptibilității antimicrobiene Principala metodă de diagnosticare Nu se utilizează metoda bacterioscopică cu colorație Gram Sânge în caz de infecție gonococică diseminată Cultural Examinare culturală a sângelui și a materialului clinic obținut din regiuni anatomice uro- și extragenitale Genetică moleculară (PCR, NASBA) Dacă se detectează ADN/ARN de N gonorrhoeae, este necesară confirmarea culturii Luarea de material pentru cercetare În tabel - oferă informații despre materialul clinic trimis la laborator pentru testarea infecției gonococice Tabelul - Preluarea materialului pentru diagnosticul infecției gonococice Tehnica de preluare a materialului Pentru preluarea materialului se folosesc sonde cu tampon de bumbac sau dacron, perii speciale, linguri Volkmann Pacientul nu trebuie să urineze timp de ore înainte de prelevare Locurile de recoltare a probelor depind de sexul, vârsta și practicile sexuale ale pacientului, precum și de manifestările clinice ale infecției La femei, materialul este preluat din canalul cervical, uretra, mai rar din vagin, rect si orofaringe La barbati materialul este preluat din uretra, rect, orofaringe Atenţie! Semănatul pe un mediu nutritiv special pentru izolarea N gonorrhoeae trebuie efectuată în momentul prelevării probei Canalul cervical Antisepticele, analgezicele și unguentele trebuie evitate înainte de prelevare, deoarece pot suprima N gonorrhoeae prezentă în canalul cervical Materialul este luat în studiu în oglinzi Faringele extern este curățat de mucus cu o minge de vată, instrumentul este introdus la o adâncime de - cm în canalul cervical și se ia o răzuire UNELE BOLI INFECTIOASE Sfârșitul mesei Uretra Zona deschiderii externe a uretrei este curățată cu un tampon de tifon sau o minge La barbati, in lipsa secretiilor evidente, masati usor uretra spre orificiul extern pentru a obtine exudat Daca nu se obtine exudat, sonda-tampon uretral se introduce la o adancime de - cm, rotindu-se usor, iar sonda-tampon se lasa in uretra - secunde La femei, în lipsa unor secreții evidente, se masează uretra, apăsând-o pe articulația pubiană și folosind aceeași tehnică ca la bărbați Rect Introduceți un tampon de vată la cm adâncime în rect și rotiți-l timp de secunde pentru a obține exudat din cripte chiar în interiorul inelului anal Dacă apare contaminarea cu fecale, tamponul trebuie aruncat și trebuie luat un alt tampon pentru a obține o probă Conjunctiva Treceți un tampon de-a lungul suprafeței interioare a conjunctivei pleoapei inferioare Vagin Probele vaginale trebuie luate de la femeile care au suferit histerectomie și de la fete (oriunde) La fete, materialul este luat cu un tampon din vestibulul vaginului La femei, materialul este luat atunci când este privit în oglinzi de pe peretele frontal sau lateral Orofaringe Materialul se ia dimineata, pacientul nu are voie sa se spele pe dinti si sa manance inainte de a lua materialul Materialul este prelevat cu o sondă cu tampon din criptele amigdalelor și peretele faringian posterior Prostată Pacientul trebuie să urineze înainte de prelevare Petrece masaj rectal al glandei prostatei de la periferie la centru Colectați exudatul din orificiul uretral pe un tampon Transport Probele trebuie trimise la laborator cât mai curând posibil (imediat după inoculare) Materialul trebuie transportat la laborator la o temperatură nu mai mică de °C Dacă regulile de transport sunt încălcate, probabilitatea izolării N gonorrhoeae este redusă drastic Utilizarea de lubrifianți, spermicide, dușuri și contraceptive hormonale poate afecta negativ viabilitatea N gonorrhoeae și, în consecință, rezultatele examinării bacteriologice a probelor prelevate de la pacienții suspectați a fi infectați cu această bacterie Tampoanele de colectare pot avea proprietăți antibacteriene Vata, alginatul de calciu, acizii grași nesaturați care se găsesc în fibrele de bumbac, înălbitorii care conțin clor, rășina care face parte din bețișoarele de lemn, lipiciul folosit pentru conectarea tampoanelor la capace sunt, de asemenea, toxice pentru cultura de N gonorrhoeae, deci este de preferat să luați materialul cu sonde cu tampon de viscoză Deoarece N gonorrhoeae este sensibilă la factorii de mediu (uscare, temperatură ridicată, oxigen), se recomandă inocularea imediată a materialului obținut de la pacienți Dacă acest lucru nu este posibil, materialul este livrat la laborator într-un mediu de transport (Stewart, Ames, Cary-Bleer) Probele prelevate sunt livrate la laborator cât mai curând posibil și inoculate în medii nutritive; însămânțarea trebuie efectuată nu mai târziu de de ore (în cazuri excepționale - de ore) de la prelevare Transportul materialului se efectuează la o temperatură nu mai mică de °C Bacterioscopie La utilizarea metodei microscopice la femei si copii se stabileste un diagnostic preliminar, la barbati, la examinarea probelor din uretra, cel final Avantajele metodei bacterioscopice: kg rezultate rapide, conditii simple de transport; ❖ ușurință de implementare, cost redus: o sensibilitate și specificitate ridicate pentru frotiurile din uretra masculină (metoda de referință) UNELE BOLI INFECTIOASE Dezavantajele metodei bacterioscopice: subiectivitatea evaluării rezultatului (depinde de experiența specialistului care efectuează examenul microscopic, de calitatea preluării materialului, de colorare, de microscopul utilizat): sensibilitate scăzută pentru probele de col uterin (probele faringiene și rectale nu sunt potrivite pentru examinarea microscopică); : vaginită cu Candida T vaginalis L:E > : Alte microorganisme L:E > : Vaginită nespecifică Femeie Canal cervical Diplococi Gram negativi intracelulari nedetectati Zerlicite? Etiologia trebuia clarificată Uretra feminină Diplococi Gram negativi intracelulari nu au fost detectați Uretrita gonococică? Sunt necesare investigații suplimentare Alte microorganisme > Uretrita? Etiologia trebuia clarificată UNELE BOLI INFECTIOASE Izolarea și identificarea agentului patogen Un examen bacteriologic pentru gonoree se efectuează conform indicațiilor bacterioscopice menționate mai sus și în următoarele cazuri: -o- la copii, deoarece au un numar mare de neisserii nepatogene, in special pe mucoasa cavitatii bucale, faringe si organe genitale; ❖ la femei, deoarece sensibilitatea diagnostică a microscopiei frotiurilor genitale la această categorie de pacienți este scăzută: la pacientii cu gonoree asimptomatica si extragenitala (faringe, rect, conjunctivita gonoreica); ❖ la partenerii sexuali ai pacienților cu gonoree dovedită (dacă microscopia nu a identificat agentul patogen); pacienții cu gonoree după terminarea tratamentului (nu mai devreme de zile) și la anulare; ❖ în scopul identificării finale a neisseria; ❖ pentru a determina sensibilitatea Neisseria la antibiotice; -o- pentru identificarea fenotipică sau genotipică a N gonorrhoeae; <> în cazul violenței sexuale la solicitarea autorităților de anchetă sau a experților criminaliști Răspunsul bazat pe rezultatele semănării la izolarea unei culturi pure și identificarea acesteia se emite la zile de la prelevare Principiul metodei este izolarea unei culturi pure de N gonorrhoeae folosind medii nutritive speciale și identificarea ulterioară a agentului patogen prin caracteristici biochimice și morfologice Avantajele metodei bacteriologice: o sensibilitate mare, specificitate; ❖ se potrivește cu majoritatea tipurilor de mostre; ❖ vă permite să determinați sensibilitatea la medicamentele antimicrobiene Dezavantajele metodei bacteriologice: ❖ dacă tehnologia de cercetare este încălcată, sensibilitatea și specificitatea scad; consumatoare de timp în comparație cu metodele bazate pe amplificarea ADN/ARN; o mai costisitoare decât microscopia, dar aceasta din urmă nu poate fi utilizată pentru a identifica N gonorrhoeae și a pune un diagnostic definitiv de gonoree (vezi mai jos) Se recomandă inoculare rapidă pe medii de cultură pentru a reduce expunerea materialului de testat la substanțe toxice și pentru a preveni uscarea acestuia N gonorrhoeae este foarte pretențios cu privire la compoziția mediilor nutritive Poate crește doar pe medii care conțin anumite concentrații de aminoacizi, purine și pirimidine, precum și surse de energie digerabile de către bacterie (glucoză, piruvat sau lactat) Ca componente selective în mediile nutritive (agar Thayer-Martin etc ) - destinate izolării N gonorrhoeae, se adaugă medicamente antibacteriene care inhibă creșterea microflorei străine (lincomicină, vancomicina, colistina, nistatina, amfotericina B, trimetoprim) Unele ingrediente medii (amidon, cărbune, sânge, drojdie) acționează ca adsorbanți și pot inhiba creșterea N gonorrhoeae Materialul biologic rezultat trebuie inoculat simultan pe medii nutritive selective și neselective, deoarece unele tulpini de N gonorrhoeae sunt sensibile la vancomicină și trimetoprim, care fac parte din mediul selectiv Este necesar să se utilizeze culturi selective eficiente UNELE BOLI INFECTIOASE medii care trebuie validate şi certificate pentru cultivarea N gonorrhoeae Cultivarea N gonorrhoeae se realizează pe vase Petri cu diametrul de mm cu o cantitate de mediu de cel puțin ml per farfurie sau cu un diametru de mm cu o cantitate de mediu de ml per farfurie De asemenea, se pot folosi cupe cu diametrul de - mm cu o grosime de agar de minim , - , mm Tuburile de cultură nu trebuie utilizate pentru izolarea și identificarea N gonorrhoeae După ce ați pregătit vasul cu mediu, puneți-l într-un termostat la o temperatură de ± ° C timp de oră pentru a elimina condensul Materialul clinic de la fiecare pacient trebuie să fie însămânțat pe o placă Petri separată Când se utilizează vase mari (diametru - mm), materialul din uretra și canalul cervical la femei poate fi inoculat pe un singur vas în diferitele sale sectoare cu marcajul corespunzător (în această situație, este convenabil să se utilizeze Petri cu mai multe secțiuni bucate) Materialul din uretra bărbaților este semănat pe o cupă separată Materialul de testat se aplică cu o sondă tampon pe o suprafață egală cu aproximativ % din suprafața cupei sau a mediului sectorial Apoi, cu o ansă bacteriologică sterilă sau o spatulă, materialul este răspândit pe suprafața rămasă a mediului nutritiv cu mișcări punctate în - direcții diferite pentru a crea condiții pentru creșterea coloniilor de N gonorrhoeae situate separat Cupele se introduc imediat într-un balon anaerob într-o atmosferă care conține ± % dioxid de carbon și o umiditate de %, care se pune într-un termostat la o temperatură de ± °C Culturile sunt văzute după - de ore și din nou în absența creșterii după și de ore de incubație Dacă nu există semne de creștere după de ore de incubație, observația este oprită La identificarea coloniilor caracteristice se realizează identificarea primară și a speciilor Algoritm pentru cultivarea N gonorrhoeae folosind un sistem de cultură comercial: ■> lăsați agarul să se încălzească la temperatura camerei: ❖ Aveți grijă să nu deteriorați stratul de atara scoateți-l din recipient; ❖ aplicați materialul clinic pe agar prin glisarea unei perii sau tampon pe suprafața agarului; morfologia celulară și colorația gram-negativă în frotiuri: <> natura creșterii pe mediul gălbenuș sau pe mediul special de agar; - despre lipsa de crestere pe medii simple carne-peptone; despre aglutinarea cu ser de tularemie; ❖ luminescență specifică în reacția de imunofluorescență; cetateni straini " Screening și studii preventive pentru a identifica hepatitele virale B și C în grupurile de risc Sarcini de diagnostic pre-, peri- și postnatal de laborator al bolilor infecțioase • Identificarea sau excluderea infecției cu complex TORCH, hepatite virale B și C, infecții HIV, sifilis, chlamydia, infecție gonococică, listerioză la gravide • Determinarea protecției imune a gravidelor împotriva infecțiilor cu complexul TORCH (toxoplasmoză, rubeolă, infecție cu citomegalovirus, herpes) • Determinarea grupului de risc pentru infecția perinatală cu complexul TORCH • Identificarea infecţiei intrauterine • Fundamentarea indicațiilor medicale pentru întreruperea artificială a sarcinii în legătură cu depistarea bolilor infecțioase ale gravidei și a infecției perinatale • Identificarea riscurilor de infecție intranatală a fătului • Diferențierea infecției peri-, intra- și postnatale a nou-născuților Varietatea și complexitatea sarcinilor pe care le rezolvă diagnosticul modern de laborator al infecțiilor virale indică faptul că a încetat de mult să fie un mijloc de confirmare a diagnosticului Într-un număr tot mai mare de cazuri, devine un instrument de depistare primară a infecției (în forma ei manifestă, și cu atât mai mult în atipică sau subclinică) Mai mult, concluzia de laborator devine din ce în ce mai mult baza pentru diagnosticul medical final Trebuie subliniat că acest lucru se realizează pe deplin sub rezerva unui număr de condiții obligatorii, care includ: • integrarea diagnosticului de laborator cu alte discipline clinice; • respectarea regulilor de organizare a laboratoarelor de diagnostic: • disponibilitatea unui sistem de control intern și extern al calității; • interacțiunea serviciilor de laborator ale instituțiilor medico-poofilactice și sanitar-antiepidemice; • combinarea raţională a metodelor de laborator clasice şi noi; • pregătirea laboratoarelor pentru modernizarea tehnologiilor și echipamentelor de laborator Orez - Localizarea caracteristică a M tuberculosis în preparat sub formă de mănunchiuri și împletituri (colorație Ziehl-Neelsen) Orez - Fluorescență specifică în celulele infectate cu virusuri: a - herpes tip II; b - gripa A (H I\I ) Orez - Schema analizei hibridizării în soluție cu captarea hibrizilor "sonda-țintă" de către anticorpi monoclonali: a - după denaturarea termică se formează hibrizi ai unei sonde de ARN sintetic (roșu) cu o moleculă de ADN țintă (albastru); b - hibrizii ARN-ADN sunt capturați de anti-ARN-ADN-Abs adsorbiți pe faza solidă; (c) se adaugă al doilea anti-ARN-ADN-Ab marcat cu fosfatază alcalină, substratul este turnat în volumul de reacție; produsul rezultat este detectat printr-o reacție chemiluminiscentă (tehnologie Digene Corp , Qiagen Soto) fază solidă cu sonda imobilizata Țintă (ADN/ARN) A B Auto-hibridare amplificatoare ' sonde Sonda , / \ X Sonde Z ND g îmbunătățite C D Detectie luminescenta Orez - Schema studiului prin metoda ADN-ului ramificat (vezi textul pentru explicații) Cercetare VIROLOGICĂ ORGANIZAREA LUCRĂRII LABORATORULUI DE DIAGNOSTICUL BOLILOR VIRALE Lucrările privind diagnosticarea de laborator a bolilor virale infecțioase implică studiul materialului clinic pentru diagnosticarea, prevenirea și tratamentul unei boli sau evaluarea stării de sănătate a unei persoane Organizarea activității unui laborator care efectuează diagnosticarea de laborator a bolilor virale infecțioase ar trebui să asigure siguranța biologică pentru personal, mediu și pacienți, precum și calitatea cercetării și competența personalului Problemele de securitate biologică ale laboratorului sunt reglementate de Regulile Sanitare și Epidemiologice, care stabilesc cerințe pentru măsuri organizatorice, sanitare și antiepidemice atunci când se lucrează cu PBA Principalele documente care reglementează activitățile laboratoarelor în ceea ce privește indicatorii de securitate a sănătății, principiile și metodele de cercetare: • norme sanitare (SN), reguli sanitare (SP); • standarde de stat și industriale (GOST, OST); • linii directoare (UM); • instrucțiuni; • scriere metodică; • instructiuni de folosire; • condiţii tehnice Activitatea fiecărui laborator, fiecare subdiviziune structurală este construită în conformitate cu grupa PBA utilizată: I-II sau ІП-ІV Spațiile laboratorului sunt împărțite într-o zonă "infecțioasă", în care se manipulează și depozitează PBA, și o zonă "curată", unde nu se manipulează PBA La granița zonelor "curate" și "infecțioase", trebuie amplasat un punct de control sanitar Trebuie luate măsuri pentru a preveni contaminarea încrucișată Secțiuni separate ale laboratorului în care activitățile speciilor incompatibile se desfășoară în mod corespunzător Intrarea in laborator este amenajata in asa fel incat accesul neautorizat in incinta laboratorului este imposibil Sistemul de comunicare din cadrul laboratorului trebuie să fie adecvat mărimii și complexității unității și să asigure o comunicare eficientă Alocarea spațiilor speciale și crearea condițiilor de depozitare a probelor, specimenelor, microorganismelor (tulpinilor), reactivilor și consumabilelor (central și la locurile de muncă), jurnale de înregistrare și rezultate ale cercetării (pe suport hârtie și suport electronic), necesare lucrărilor de documente, manuale , recomandări metodologice etc Astfel, amenajarea camerelor individuale și a întregului laborator în ansamblu, precum și condițiile de lucru în laborator, trebuie să corespundă sarcinilor îndeplinite, ținând cont de nivelul de PBA În laborator, se acordă atenție cuvenită biosecurității și eliminării deșeurilor Fiecare laborator de virusologie ar trebui să aibă un program de control al producției care să reglementeze sfera și lista testelor de laborator pentru sterilitatea aerului, suprafețelor de lucru etc , natura apei utilizate și procedurile de verificare a absenței influențelor negative ale mediului (temperatura camerei, umiditate, praf, interferențe electromagnetice, radiații, nivel de sunet, vibrații etc ) pentru cercetarea și munca personalului În ceea ce privește stocarea diagnosticului STUDII VIROLOGICE laboratoarele trebuie să dezvolte un program de lanț de frig Echipamentele de laborator trebuie să îndeplinească scopurile și obiectivele, inclusiv pregătirea și prelucrarea probelor, specificarea cercetării prin diverse metode și depozitare În timpul instalării și utilizării zilnice a echipamentului, cerințele operaționale sunt respectate cu strictețe în conformitate cu fișele tehnice Conducerea laboratorului elaborează programe pentru a asigura verificarea regulată a poiborilor, reactivilor și sistemelor analitice, inclusiv programe de întreținere preventivă a instrumentelor Instrucțiunile actuale pentru utilizarea și operarea instrumentelor trebuie să fie ușor disponibile personalului de laborator Laboratorul trebuie să ia măsuri adecvate pentru decontaminarea echipamentului înainte și după utilizare, recondiționare sau eliminare La utilizarea calculatoarelor sau analizoarelor automate (pentru înregistrarea, prelucrarea, transmiterea, stocarea sau preluarea datelor de cercetare), laboratorul trebuie să asigure următoarele condiții: J programele de calculator, inclusiv cele încorporate în echipamente, trebuie să fie documentate și evaluate ca fiind adecvate pentru utilizare; este necesar să se elaboreze proceduri care să protejeze în orice moment integritatea datelor; Programele de calculator J ar trebui să fie protejate de accesul neautorizat, deteriorarea și distrugerea de către persoane aleatorii (neinstruite) Echipamentele, inclusiv calculatoarele și programele de calculator, materialele de referință, reactivii și sistemele analitice trebuie protejate de modificări și falsificări care ar putea distorsiona rezultatele studiilor; Laboratorul ar trebui să dezvolte și să implementeze un sistem eficient de management al calității pentru cercetarea de laborator, inclusiv controlul intern și extern al calității Toate activitățile de control al calității sunt stabilite în documentul manual al calității, care este creat în fiecare laborator individual Este posibil să numiți o persoană responsabilă pentru calitate "Manualul Calității" ar trebui să definească politici, procese, proceduri, instrucțiuni, acțiuni corective atunci când sunt identificate studii care nu îndeplinesc cerințele Principii de aplicare a metodelor de laborator pentru diagnosticul infecțiilor virale Scopul diagnosticului specific de laborator este de a determina agentul cauzal al bolii (antigenul său, genomul) și/sau anticorpii față de agentul cauzal din probele de sânge periferic din materialul clinic Testarea agentului patogen este posibilă în stadiile incipiente ale bolii, imediat după perioada de incubație, în timp ce detectarea anticorpilor (din punct de vedere al diagnosticului) este oarecum întârziată, deoarece trebuie să treacă un anumit timp pentru formarea lor Sarcina principală este diagnosticarea precoce pentru a descifra etiologic boala pentru a determina tacticile de tratament, a efectua măsuri epidemiologice în focar etc Pentru a atinge acest obiectiv, este necesar să se cunoască patogeneza bolii, precum și modalitățile de infectare mecanisme de transmitere și infecție Pentru a detecta agentul patogen în materialul clinic, se folosesc următoarele metode de diagnostic: • microscopia electronică, care face posibilă detectarea virionilor patogeni în materialul clinic; • izolarea virusului, care permite identificarea și acumularea agentului patogen; implementat prin infecția cu material clinic de la culturi de celule sensibile ale unui pacient, embrioni de pui sau animale de laborator; STUDII VIROLOGICE • metoda anticorpilor fluorescenți (MFA), care vă permite să determinați direct agentul cauzal al bolii în răzuirea nativă material secțional; • metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), care face posibilă identificarea antigenelor patogeni în materialul clinic; • metoda reacției în lanț a polimerazei (PCR), care face posibilă detectarea acizilor nucleici (ARN, ADN) ai genomului agentului patogen în materialul clinic Alegerea metodei de detectare a agentului patogen depinde de scopurile, obiectivele și echipamentul laboratorului Microscopia electronică are avantaje incontestabile în cazul "noilor boli pentru care nu au fost dezvoltate instrumente de diagnosticare pentru diagnosticul de laborator Procesul de izolare a virusului, cu forță de muncă intensivă, necesită costuri materiale mari (infecția culturii de țesuturi, embrioni de pui, menținerea unui vivarium pentru infectarea animalelor de laborator) și timp Ambele metode, de regulă, sunt rareori utilizate în laboratoarele de diagnostic, mai des în institutele mari de cercetare Metode precum MFA, ELISA și PCR practicat pe scară largă în diverse laboratoare de diagnostic Utilizarea MFA, o metodă de diagnosticare destul de simplă și rapidă, este limitată doar de metoda de prelevare a materialului Fiabilitatea rezultatului depinde de prelevarea corectă a materialului, care este efectuată, de regulă, de către clinicieni, deoarece pentru studiu este necesară o cantitate suficientă de epiteliu infectat (răzuire nazofaringiană pentru ARVI, răzuire urogenitală pentru ITS) Metoda ELISA, care permite detectarea unui antigen, este utilizată pentru a diagnostica acele boli care se caracterizează prin acumularea unei cantități uriașe de agent patogen în materialul clinic (de exemplu, HBsAg în serul sanguin sau rotavirusurile în fecale) Cea mai promițătoare metodă pentru determinarea agentului patogen în substraturile biologice prin detectarea genomului acestuia (ARN, ADN) este metoda PCR, care este utilizată în prezent pe scară largă în diagnosticul SIDA, hepatitei și herpesului infecții transmise de căpușe, infecții cu transmitere sexuală (ITS), gripă A/B, inclusiv păsări cu gripă A înalt patogene (H /II ), gripă A porci (Hl-porcine) Pentru a determina anticorpii specifici care se formează în corpul uman în cursul bolii pentru a elimina agentul patogen, se folosesc diferite metode: • eritrocit - RTGA, RPGA RIGA, RSK (determinarea titrurilor de anticorpi); • imunotestul enzimatic (ELISA) (definirea claselor de anticorpi - IgM, IgG, IgA) Metodele clasice de testare serologică a anticorpilor eritrocitari se bazează pe titrarea serurilor de testat și pe determinarea titrurilor de anticorpi față de agentul patogen din probele de sânge ale pacientului Diagnosticul de laborator se face pe baza unui titru de anticorpi diagnostic (RSK) sau a unei creșteri (seroconversie) a titrurilor de anticorpi (de patru ori sau mai mult) în probele de sânge pereche (RTGA, RSK etc ) În prezent, metodele serologice ale eritrocitelor sunt folosite din ce în ce mai puțin din cauza naturii nestandardizate a componentei principale a reacției - eritrocitele din sângele diferitelor animale: pui - pentru diagnosticarea infecțiilor gripale și paragripale prin RTGA, cobai - pt diagnosticul oreionului, porumbeilor - pentru diagnosticul rubeolei etc Din acest motiv, pentru a obține rezultate fiabile, trebuie respectate două reguli de bază: se examinează serurile de anticorpi perechi (prelevate în perioada acută a bolii, la vizita inițială a pacientului și la - zile după prelevarea primei probe de sânge); STUDII VIROLOGICE ambele seruri (primul si al doilea, prelevate cu un interval de doua saptamani) sunt examinate simultan, dupa ce a doua proba de sange ajunge la laborator În ciuda unor neajunsuri (eritrocite non-standard, necesitatea unui pretratament al serurilor pentru distrugerea inhibitorilor nespecifici, diagnosticul de laborator întârziat din cauza administrării unui al doilea ser, incapacitatea de a determina clasele de anticorpi detectabili), într-o serie de infecții , de exemplu, în diagnosticul gripei și SARS, RTHA rămâne în continuare principala și singura metodă de diagnostic serologic al acestor boli ELISA modernă vă permite să testați anticorpi numai pentru virusurile gripale A, fără a le distinge după tulpini, în timp ce RTGA detectează separat anticorpii împotriva virusurilor gripale A - A (H^N, HN, H Nj-porcine), A , (H N ), etc , dezvăluie, de asemenea, diferențe mai subtile de tulpină în virusurile gripale A circulante, care suferă modificări constante de deriva Metoda ELISA spre deosebire de metodele eritrocitare, permite determinarea claselor de anticorpi specifici (anticorpi IgM- și IgG), care este principalul său avantaj și oferă un diagnostic de laborator mai rapid pe o singură probă de sânge În plus, toate componentele sistemului ELISA sunt standardizate Cu toate acestea, pentru a obține rezultate fiabile ale diagnosticului serologic de laborator prin ELISA și soiurile sale (ICL, IHEL), este necesar să se respecte următoarele reguli • Pentru detectarea anticorpilor IgM, este de preferat să folosiți tehnologii n-captare (n-capture) pentru a reduce riscul de a obține rezultate fals pozitive, • Detectează simultan anticorpii IgG și IgM în ser (pentru fiabilitate și pentru a reduce numărul de rezultate fals pozitive ale testării anticorpilor IgM) • Aplicarea metodelor cantitative de apreciere a nivelului de anticorpi IgG (pentru identificarea stadiului de reactivare a procesului infecțios, mai ales în absența anticorpilor IgM, eficacitatea imunității post-vaccinare) • Utilizați un test pentru aviditatea anticorpilor IgG (pentru a stabili durata bolii și fiabilitatea determinării anticorpilor IgM) INFORMAȚII GENERALE DESPRE VIRUSURI Componentele structurale și compoziția chimică a virusurilor Caracteristica structurii și compoziției chimice a virusurilor este dată în raport cu virionul ca cea mai mică componentă (particulă elementară) a virusului Virionii simpli sunt reprezentați de două componente: un acid nucleic și o proteină - o capsidă Termenul "capsid" provine din latinescul capsa - "caz" Acidul nucleic al virionilor simpli este inclus și asociat direct cu capsidă, de aceea este utilizat termenul "nucleocapsidă" Virionii complecși, în plus față de capsidă, includ o înveliș cu două straturi - un fragment al membranei celulei gazdă, Virionul conține un singur tip de acid nucleic Genomul viral poate fi reprezentat de molecule de ARN sau ADN monocatenar sau dublu catenar (monocatenar sau dublu catenar) Acizii nucleici pot fi liniari sau circulari Dacă genomul unui virus este format nu din una, ci din mai multe molecule de acid nucleic, vorbim despre un genom segmentat Există mai multe regiuni în structura ADN-ului genomic, ale căror funcții sunt de a asigura replicarea, transcripția și transportul virusului STUDII VIROLOGICE ADN-ul la locul ambalajului său în capsidă Principala formă de replicare a ADN-ului este moleculele circulare dublu catenare, care nu coincide întotdeauna cu organizarea ADN-ului virion Forma virion a ADN-ului conține anumite secvențe care, ca urmare a recombinării, îl transformă într-o formă replicativă Informațiile genetice pot fi concentrate secvenţial pe o catenă codificatoare de ADN sau mozaic - pe două lanţuri de molecule Lungimea ADN-ului diferitelor virusuri variază foarte mult - de la - x la , x baze nucleotidice Dimensiunea ARN-ului viral depășește rar - x baze nucleotidice ARN-ul ca purtător de informații genetice este o caracteristică unică a virusurilor ARN-ul poate avea polaritate pozitivă (pozitivă), care asigură sinteza proteinelor specifice virusului pe ribozomii celulei, sau polaritate negativă (negativă) În primul caz, funcția de ARN mesager este îndeplinită de genomul virusului însuși În al doilea caz, pentru sinteza proteinelor virale, sunt necesare transcripte de ARN complementare, care sunt informaționale și sunt sintetizate în timpul transcripției (adică sinteza lanțurilor de ARN complementare celei genomice) cu participarea transcriptazei virale Un grup special este format din virusuri cu ARN dublu catenar (familia Reoviridae), în special rotavirusuri Structura secundară a ARN-ului acestui grup de viruși este o dublă helix bazată pe interacțiuni complementare între catenele ARN-urile dublu catenare au o stabilitate termică mai mare decât ADN-ul, ceea ce face ca acest grup de viruși să fie rezistent la factorul de temperatură A doua caracteristică a acestora este fragmentarea genomului Astfel, genomul rotavirusului conține fragmente O poziție deosebită ocupă și reprezentanții familiei Retroviruiae având două molecule identice de ARN în genom (mult diploid) Informația genetică încorporată în ADN-ul sau ARN-ul virionului poate asigura formarea atât a proteinelor structurale unice (de exemplu, trei în virusul rubeolei), cât și a unui număr mare dintre acestea (mai mult de în virusul vaccinia) Ambalarea acizilor nucleici în virion este strict ordonată și se realizează prin formarea de complexe cu proteina capsidei Capsida este construită din subunități proteice, care sunt asamblate într-un mod bine definit conform unor principii geometrice relativ simple Există două tipuri de organizare în care subunități asimetrice identice, cum ar fi moleculele de proteine, se pot uni astfel încât să fie echidistante de un centru: asamblarea elicoidă sau formarea de învelișuri proteice închise În consecință, există două tipuri de capside: spirale și închise, adică izometrice Capsidele tuturor virusurilor se încadrează într-una dintre aceste categorii Capsidele spiralate fără înveliș exterior se găsesc în virionii multor plante și a unor fagi La reprezentanții unui număr de familii de viruși de vertebrate care conțin ARN (Paramixoviridae, Rabdoviridae, Coronavlridae etc ), nucleocapsidul elicoidal este situat în cavitatea formată în timpul înmuguririi prin membrana plasmatică a celulei Acest înveliș exterior este format din învelișuri de proteine și lipide Capsidele izometrice (cvasi-sferice) sunt aproape identice ca formă cu o sferă Cu toate acestea, microscopia electronică arată că capsidele unei astfel de organizații sunt reprezentate nu de o sferă, ci de poliedre regulate Capsidele icosaedrice ale virusurilor care conțin ARN din familiile de vertebrate Astroviridae, Caticiviridae, Nodaviridae, Picomoviridae nu au înveliș lipidic La membrii familiei Togaviridae, capsida este înconjurată de o membrană lipidică STUDII VIROLOGICE O structură specială a capsidei nucleice este observată în virionul virusului imunodeficienței umane ZHI- care conține ARN (familia Retroviridae) Are simetrie cubică c conform conceptelor moderne, are forma unui trunchi de con, spre deosebire de alte virusuri cu structura nucleocapside icosaedrica Virușii care conțin ADN vertebrate sunt caracterizați printr-o nucă icosaedrică leoca psi d Proteinele specifice virusului sunt împărțite în structurale, care fac parte din virion, și nestructurale, care participă la reproducerea virusului în celula infectată, dar nu fac parte din virionul matur Proteinele structurale pot fi împărțite în proteine capside și supercapside Proteinele capsidelor virusurilor simple au o greutate moleculară mică ( - kDa) și formează o nucleocapsidă în complex cu acidul nucleic Următorul grup de proteine capside sunt polipeptide de dimensiuni medii (greutate moleculară - - kDa), care îndeplinesc o funcție de protecție pentru nucleocapsele altui complex Funcțiile glicoproteinelor de suprafață sunt diferite Ele pot avea activitate hemaglutinantă, neuraminidază, conțin epitopi responsabili de producerea diferitelor tipuri de anticorpi Proteinele de suprafață asigură adsorbția virusului pe celulele sensibile și sunt, de asemenea, implicate în asamblarea virionilor maturi Învelișurile exterioare ale virusurilor vertebrate complexe sunt formate ca parte a membranei plasmatice sau nucleare a celulei Termenul "peplos" (din greacă - "manta") este folosit pentru a desemna învelișul lipoproteic al virionului, iar termenul "măsuri de cenușă" este folosit pentru proteinele de suprafață (glicoproteine) care ies deasupra suprafeței peplosului Grosimea membranei lipidice cu două straturi este în medie de - nm Compoziția chimică a virionului este determinată, pe lângă acizii nucleici și proteine, de prezența lipidelor și polizaharidelor în structura sa Lipidele fac parte din virusuri complexe, localizate, de regulă, în coajă Compoziția lipidelor reflectă tipul de celule folosite de virus pentru reproducere În medie, lipidele diferiților virioni asigură - % din greutatea uscată a particulei virale și sunt reprezentate în principal de fosfolipide (până la - %) Principalele funcții ale învelișului lipidic sunt stabilizarea structurii virionului și protecția împotriva factorilor de mediu Lipidele determină, de asemenea, conformația proteinelor de suprafață Tratamentul suspensiilor virale care conțin lipide cu solvenți organici duce, cu unele excepții (familiile Poxviridae, Hepadnoviridac), la pierderea infecțiozității particulelor virale Compoziția de carbohidrați a virionului este determinată de glicoproteinele de suprafață și este reprezentată în principal de glucoză, galactoză, manoză, acid N-acetilnecramic, N-acetilglucozamină, N-acetilgalactozamină și fucoză Proporția totală de carbohidrați în virionii diferitelor virusuri poate ajunge la - % Principii de clasificare, taxonomia virusurilor Primele încercări de clasificare a virușilor au fost făcute în anii conform principiilor acceptate în microbiologie în raport cu bacteriile Acest sistem s-a dovedit a fi insuportabil În , Comitetul Internațional pentru Nomenclatura Virușilor (ICNS) a fost înființat la Congresul Internațional de Microbiologie de la Moscova În , a fost redenumit Comitetul Internațional pentru Taxonomia Virușilor (ICTV) sau Comitetul Internațional op Tahopotu al Vlrusilor (ICTV) ICTV codifică și menține sistematica virușilor și baza de date taxonomică - The Universal Virus Database (ICTVdB) STUDII VIROLOGICE S-a ales următoarea schemă de subdiviziune a regatului virușilor: departament, clasă, ordine, familie, subfamilie, gen și specie Ordinul este în prezent cel mai mare taxon pentru viruși Familiile care au anumite proprietăți comune sunt combinate într-o ordine Familiile se disting pe baza originii comune a virusurilor Grupa taxonomică a unei subfamilii poate fi utilizată numai atunci când este necesară rezolvarea problemelor ierarhice O familie (sau subfamilie) este formată din genuri Un gen este un grup de specii de virus înrudite care au proprietăți similare, deseori diferind doar în gama de gazde susceptibile sau nivelul de patogenitate Ordinea, familia, subfamilia, genul sunt desemnate printr-un singur cuvânt cu majuscule care se termină în -virales, -vwidae, -wrinae și, respectiv, -virus Numele speciei poate conține mai multe cuvinte, dar nu trebuie să conțină numai cuvântul wras sau numele gazdei Primul cuvânt al numelui speciei este scris cu majuscule Clasificarea virusurilor se bazează pe caracteristicile lor morfologice, fizico-chimice, moleculare și ecologice Principalele criterii sunt tipul și structura acidului nucleic (ARN sau ADN), prezența unei învelișuri lipoproteice, strategia genomului viral, dimensiunea și morfologia virionului, gama gazdelor susceptibile, distribuția geografică și proprietăți antigenice Până în , s-au distins trei ordine pe baza caracterelor enumerate: Caudovirales, Mononegavirales și Nidovirates În s-au adăugat comenzile Herpesvirales și Picomavirales, iar în , ordinul Tymovirales Ordinul Caudovirales este format din trei familii: Myovr^dae, Podovmdae si Siphovindae Reprezentanții lor sunt agenți patogeni ai arheilor și bacteriilor și conțin o moleculă de ADN liniar dublu catenar Ordinul Mononcgcvirales include familiile Bo/naviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae și Rhabdoviridae Virușii din acest ordin au o anvelopă și un ARN monocatenar liniar nesegmentat de polaritate negativă Trei familii sunt Coronaviridae Arteriviridae și Roniviiidae sunt combinate în ordinul Nidovtrales și sunt caracterizate printr-un ARN monocatenar liniar, nesegmentat, de polaritate pozitivă Infectează vertebratele Ordinul Herpesvirales include familiile Alloherpesviridae, Herpesvtridae, Malacoherpesviridae Reprezentanții ordinului conțin o singură moleculă de ADN liniar dublu catenar nesegmentat și au o structură complexă a unei particule virale Ordinul Picomavirales, conform datelor din , reunește cinci familii: Dicistroviridae (două genuri), Iflaviridae (un gen), Marnaviridae (un gen), Pjcornavîridae ( genuri) și Secoviridae ( genuri) Comun tuturor reprezentanților acestui ordin sunt absența unei învelișuri și a ARN-ului monocatenar de polaritate pozitivă Patru familii aparțin ordinului tymovirales: Alphaflexiviridae ( genuri), Betaflexiviridae ( genuri), Gammaflexiviridae (un gen), Tymovvldae ( trei genuri) Virușii din acest ordin afectează în principal plantele Niciuna dintre ordinele cunoscute nu include de familii de viruși Baza de date cu familiile și genurile majore de viruși ai căror reprezentanți provoacă boli la vertebrate și oameni ІSTVAВ ( ) (Tabelul - ), este actualizat pe măsură ce se acumulează noi informații, prin urmare poziția taxonomică a unor viruși este în curs de revizuire În special în , coronavirusul Niman OC și coronavirusul enteric Niman aparțineau genului Coronavirus, căruia i s-a acordat acum statutul de subfamilie Tabelul - Familii și genuri majore care provoacă boli la vertebrate și oameni (ICTVdB, ) Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilie ADN-ul dublu catenar al Herpesvirales Alloherpesviridae letal urivi rus - batrahovirus- ciprinivirus- Ictalurivirus- salmonivirus- Herpesviridae Alphaherpesvirinae llto virus - mardivirus- Simplexvirus Herpesvirus uman , (HSV , HSV ) Varicelovirus Nitap herpesvirus (herpes zoster, herpesvirus uman ) nealocat- Betaherpesvirinae Cytomegdlovirus Nitap herpesvirus (citomegalovirus, herpesvirus uman tip ) Muromegalovirus - Proboscivirus- Roseolovlrus Nitap herpesvirus (virusul herpesului uman tip ) Herpesvirusul Nytap nealocat- Ga mmaherpes virina e Limfa ocriptovirus Virusul herpes Nitap (virusul Epstein-Barr sau virusul herpes tip ) Macavirus- percavirus- Rhadinovirus nealocat- Neatribuit Neatribuit- Malacoherpesviridae Ostreavirus - STUDII VIROLOGICE Continuarea tabelului - Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilie Familii neclasificate în ordinea Adenoviridae Atadenovirus - Aviadenovirus- Ichtadenovirus - Mastaaenovirus Adenovirus uman A, B, C, D, E F (adenovirus uman C, adenovirusuri umane - , , , , , tipuri) Siadenovirus - Asfarviridae Asfivirus - Indoviridae Chloriridovirus - Iridovirus- Limfocystivirus - Megalocytivirus - Ranavirus - Mimiviridae Mimivirus АРМУ Papilomaviridae AlphapapHIomavirus Virusul papiloma uman , , , , , , , , , , Virusul papiloma uman-cad Betapapillomavirus Homar papillomavirus , Human papillomavirus-cand , când Deltapapillomavirus - Virusul Epsilonpapilloma - Etapepillomavirus - Virusul Gammapapilloma Virusul Papiloma Uman , , lotapapillomavirus - Kappapapdlomavirus - Virusul papitlom lambda - Mupapiillomavirus Virusul papiloma uman , Mupapiilomavirus Virusul papiloma uman iі SI s Continuarea tabelului - Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilie Omicronpapillomavirus - Pipapillomavirus- Thetapapidomavirus- Xipapillomavirus- Zetapapillomavirus - PoJyomaviridae Pofyomavirus Poliomavirus uman Poxviridae Avipoxvirus - Chofdopawirinae Capripoxvirus - cerviduoxvirus- Leporipoxvirus- Moluscipoxvirus- Orthopoxvirus Virusul Vaccinia parapoxvirus virus paravaccin Suipoxvirus - Yaiapoxvirus- nealocat- Entomopoxvirinae Alphaentomopoxvlrus - Betaentomopoxvirus- Gamaentomopoxvirus - nealocat- Continuarea tabelului - Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilie Familii ADN monocatenar neclasificate în ordine Circoviridae Circovirus - Cyrovirus- Parvoviridae Bwvidensovirus - Densovirinae Densovirus - iteravirus- Pefudensovirus - Parvovirinae Amdowrus - Boca virus Bocavirusuri dependentovirus- Eritrovirus Parvovirus uman B (parvovirus B ) parvovirus- Anellovirus nealocat- ADN dublu catenar cu revers transcriptază Familii neclasificate în ordine Hepadnaviridae Avihepadnavirus - Orthohepadnavirus Virusul hepatitei B (virusul hepatitei umane B) Familiile de ARN dublu catenar neclasificate în ordinea Birnaviridae Aquabirnavirus S Avibimavirus = - aproximativ Blosnavirus - с Entomobirnavirus Reovindae Cardoreovirus S Sedoreoviririae Mimoreovirus Orbivirus g Fitoreovirus co Rotavirus Seadornavirus- rpw a Continuarea tabelului - Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilie Spinareovirinae Aquareovirus - coltivirus- Cypovirus- Dinovernavirus- virus fiji- Idnoreovirus - Micoreovirus- Ortoreovirus - orizavirus- ARN monocatenar cu polaritate negativă Mononegav/rales Bomaviridae Bornavirus - Filoviridae Ebolavirus Virusul Tamdy Virusul Zair (Ebola) Virusul Marburg Virusul Lacului Victoria Avulavirus Paramyxoviridae - Paramyxovirinae Henipavirus Virusul Nipah Virusul Hendra Morbillivirus Virusul rujeolei (virusul rujeolei) Respirovirus Virusul paragripal uman (virusul parainfluenza tip ) Virusul paraintluenza uman (virusul parainfluenza tip ) Rubulavin/s Virusul paragripal uman Virusul paragripal uman (virusurile paragripale tip și ) Virusul oreionului (virusul oreionului) Pneumovirinae Metapneumovirus Metapneumovirus uman (metapneumovirusuri) Pneumovirus Virusul respirator uman sincițial (virusul respirator uman sincițial) STUDII VIROLOGICE W sl O) Genomul Ordin Familie, subfamilii Rhabdoviridae Familii neclasificate în ordinea Arenaviridae Bunyaviridae Orthomyxoviridae Continuarea tabelului - Genul Virusuri patogene pentru om Cytortiabdovirus - Epnemercwus- Virusul Lyssavirus Rabie Novirhabdovirus - Nucleorhabdovirus veziculovirus- nealocat- Virusul Arenavitvs Machupo (febra boliviană) Virusul Junin (febra argentiniană) Virusul Guanarito (febra venezueleană) Virusul Sabia (febra hemoragică braziliană) Virusul coriomeningitei limfocitare Hantavirus Virusul Hantaan, Puumala, Dobrava, Seul, Sin Nombre Nairovirus Virusul febrei hemoragice din Crimeea Virușii Orthobunyavirus Inko, Tyaginya, iepuri de munte Phlebovirus Virusul febrei Rift Valley Tospovirus Virusul gripal A Virusul gripal A (subtipurile gripei A H N , H N , H N ) Virusul gripal B Virusul gripal B (gripa B) Virusul gripal C Virusul gripal C (gripa C) isavirus- Thogotovirus- sl ii Continuarea tabelului - Genome Order Family, Gen Virusuri patogene pentru oameni subfamilii ARN monocatenar cu revers transcriptază Familii neclasificate în ordine Retroviridae Alpharetrovirus - Orthoretrovirinae Betaretrovirus - Deltaretrovirus- Epsilonretrovirus Virusul sarcomului cutanat Gammaretrovirus- Lentivirus Virusul imunodeficienței umane Virusul imunodeficienței umane Nitap (virusurile imunodeficienței umane , ) Spumaretrovirinae Spumavirus Virus uman spumant ARN monocatenar cu polaritate pozitivă Nidovirales Arteriviridae Arterivirus - Coronaviridae Coronavirinae Alphacoronavirus Nitap coronavirus E Nitap coronavirus NL Betacoronavicus Nitap coronavirus HKU Gammacoronavirus- Torovirinae Bafinivirus - Torovirus Nitap Torovirus Roniviridae Okavirus - Dicistroviridae- Picornavirales Flaviridae - Marnaviridae- Picornaviridae ApMhovirus - Avihapatovirus- Cardiovirus B" rus Syrdarya Encefalomiocardita Ordinul genomului Familie, subfamilii Secoviridae Astroviridae Familii neclasificate enumerate în ordinea Caliciviridae Continuarea tabelului - Gen Viruși patogeni pentru oameni Enterovirus Enterovirus uman A, B, C, Virusuri umane rhinovirus A, B ECHO (tip , cele mai relevante sunt și ) E , E Coxsackie A ( tipuri, cele mai relevante sunt , , al -lea tipuri) Coxsackie B ( tipuri) Poliovirusuri Poliomielita tip - Erbovirus- Hepatovirus Virusul hepatitei A Kobuvirus- Parecbovirus Parecbovirus uman (parechovirus uman) Sapelovirus - Senecavirus - techovirus- Tremovirus- Avastrovirus- Mamastrovirus Astrovirus uman ( tipuri de astrovirus uman) Lagovirus- Nebovirus- Norovirus Norfolk ( tipuri) Sapovirus- Vesivirus- STUDII VIROLOGICE Sfârșitul mesei - Familia Ordinului Genelor Gen Viruși patogeni pentru oameni subfamilie Flaviviridae Flavivirus Virusul febrei hemoragice Alkhurma Virusul febrei galbene Virusul bolii forestiere Kiassanur Virusul dengue tip Virusul febrei hemoragice Omsk Hepacivirus Virusul hepatitei C (hepatita C) pestivirus- Nodaviridae Alphanodavirus - Betanodavirus- Togaviridae Aiphavirus Virusul febrei Karelian Virusul Chikungunya Virusul Semliki Forest Rubivirus Virusul rubeolei (virusul rubeolei) Hepeviridae Virusul Hepe Virusul hepatitei E (hepatita E) Deltavirus nealocat Virusul delta al hepatitei (deltavirus) STUDII VIROLOGICE STUDII VIROLOGICE Pe lângă categoriile taxonomice mari, conceptele de "tulpină", "izolare", "variantă", "cluster" sunt folosite pentru a separa "indivizii" în cadrul unei specii Pentru ușurința sistematizării, fiecărui virus i se atribuie un cod digital format din grupuri de câte una, două sau trei cifre fiecare Primul grup indică ordinea, al doilea - familia, al treilea - subfamilia, al patrulea - genul, al cincilea - specia, al șaselea - subspecia, al șaptelea - serotipul, al optulea grup de numere corespunde numărul tulpinii sau al izolatului (Tabelul - ) Tabelul - Exemplu de atribuire a unui cod digital, conform ICTVdB ( ) Virusul gripal A, izolat A/Puerto Rico/gZ M (Hft) Comanda Familia Orthomyxoviridae Subfamilia Genul , Virusul gripei A Vizualizare Virusul gripal A Subspecia Serotip ND Tulpina sau izola A/Puerto Rico/ / METODE CLASICE DE IZOLAREA SI IDENTIFICAREA VIRUSURILOR ANIMALE DE LABORATOR În virologia modernă, animalele continuă să joace un rol important în studierea patogenezei și patomorfologiei infecțiilor virale experimentale, formarea și dezvoltarea imunității, precum și în izolarea și indicarea virusurilor În scopuri experimentale, de regulă, liniile de rasă pură se folosesc şoareci şi alte animale lipsite de multe infecţii latente şi foarte sensibile la infecţia experimentală cu diverşi virusuri Infecțiile latente, care pot fi comune la animalele de laborator, se caracterizează prin faptul că agentul patogen nu se manifestă clinic în condițiile familiare animalului În cazul unei scăderi a rezistenței organismului, agentul patogen începe să se înmulțească activ, provocând o formă manifestă a bolii Infecția animalelor în timpul studiilor virologice este factorul de stres care poate determina trecerea unei infecții latente la una acută În practica CDL, manipulările cu animale de laborator sunt utilizate în prezent extrem de rar, cu excepția cazului în care vorbim de laboratoare specializate pentru diagnosticarea infecțiilor zooantroponice înalt patogenice, de exemplu, stații anti-ciumă sau laboratoare antirabică DEZVOLTAREA embrionilor de pui Embrionii de pui ca sistem de cultivare a virusurilor sunt cunoscuți încă din anii Secolului și sunt încă utilizate pentru izolarea primară a virusurilor de la pacienți și din obiectele din mediu pentru cultivarea ulterioară a virusurilor în laborator, identificarea virusurilor și anticorpilor, pregătirea vaccinurilor și diagnosticarea Metoda de cultivare a virusurilor la embrioni de pui are o serie de avantaje comparativ cu cultivarea la animale de laborator Această metodă evită dificultățile asociate cu posibila infecție spontană INVESTIGAȚII VIROLOGICE prin testarea animalelor pentru o serie de infecții virale În plus, atunci când se utilizează embrioni de pui, se obține o cantitate semnificativ mai mare de virus decât de la animalele de laborator; pierderile de embrioni datorate morții în timpul infecției sunt nesemnificative și sunt minimizate dacă sunt respectate regulile de asepsie, se respectă o anumită abilitate de lucru și condiții de incubație Învelișul și membrana învelișului protejează în mod fiabil embrionul de contaminarea microbiană din exterior Embrionii în curs de dezvoltare sunt foarte sensibili la un număr mare de viruși În plus, embrionii de pui sunt un material ușor accesibil datorită dezvoltării pe scară largă a crescătorii industriale de păsări; nu necesită îngrijire și hrănire în laborator Infecția embrionilor se realizează în condiții aseptice Carcasa de deasupra spațiului aerian este tratată cu alcool iodat sau flambată, adică tratată cu un tampon de bumbac înmuiat în alcool și arzând Utilizați instrumente sterilizate Există diferite moduri de a infecta embrionii de pui Cel mai adesea, materialul este injectat în cavitățile alantoide și amniotice, membrana corioalantoică, mai rar în sacul vitelin Alegerea metodei de infectare, temperatura și momentul incubației depind de caracteristicile biologice ale virusului și de scopul studiului Introduceți , - , ml de material infecțios Indiferent de metoda de infectare, ouăle sunt așezate în suporturi speciale cu capătul tocit și plasate într-un termostat pentru cultivare ulterioară Prezența virusului în lichidele alantoide și amniotice obținute din embrioni infectați se apreciază prin reacția de hemaglutinare, care se pune fie prin metoda picăturii pe sticlă, fie prin titrare prin diluții duble ale lichidului care conține virusul Un indicator al prezenței virusurilor în membranele corionallantoice și amniotice sunt leziunile specifice focale sau detectarea unui antigen hemaglutinant În cazul rezultatelor pozitive, tiparea serologică a virusului izolat se efectuează folosind RTHA, neutralizare în embrioni de pui sau RSC La primirea unei cantități mici de virus, trecerile sale suplimentare sunt efectuate în aceleași condiții, urmate de indicație Dacă, după trei treceri ulterioare în embrioni, virusul nu este detectat în materialele de testat, rezultatul este considerat negativ CULTURILE CELULARE Deschidere la sfârșitul anilor J Enders, T Weller, F Robbins, posibilitatea de a cultiva celule vii în afara corpului și de a sprijini reproducerea virusului poliomielitei în ele a fost un eveniment cu adevărat revoluționar pentru știință în general și pentru virologie în special Cultura celulară este încă considerată cel mai avansat sistem de laborator pentru cultivarea virusurilor Cel mai adesea, în practica virologică, culturile celulare sunt utilizate pentru detectarea virusurilor și izolarea acestora din materialul patologic, precum și pentru fabricarea de vaccinuri și diagnosticare, cultivarea tulpinilor virale de referință și nou izolate în laboratoare și colecții de muzee, titrare a material viral și ca obiect de testare în neutralizarea reacției Pentru existența și dezvoltarea normală a celulelor în afara corpului, este necesar un set complex de factori fizico-chimici și îndeplinirea unui număr de condiții Prima condiție este respectarea strictă a sterilității în timpul lucrului, deoarece mediile nutritive utilizate pentru cultivarea celulelor servesc ca același substrat nutritiv pentru diferite microorganisme Datorită sensibilității ridicate a celulelor la sărurile de metale grele și reziduurile de detergent, trebuie acordată o atenție deosebită calității apei și tuturor ingredientelor care compun INVESTIGAȚII VIROLOGICE pe baza soluțiilor saline și a mediilor nutritive, precum și a calității și metodelor de prelucrare a vaselor utilizate pentru creșterea celulelor Soluții Cele mai cunoscute și cele mai utilizate soluții de Hanks și Earl în culturile celulare sunt preparate în apă bidistilată cu adaos de diferite săruri și glucoză O serie de întreprinderi publice și private produc soluții sterile gata făcute pentru lucrul cu culturi celulare Soluțiile saline echilibrate mențin pH-ul, presiunea osmotică, concentrația de minerale esențiale În plus, ele sunt utilizate la prepararea soluțiilor de dispersie pentru îndepărtarea celulelor de pe suprafața pe care sunt cultivate: • , % soluție de tripsină în tampon fosfat; • Soluția lui Versen - soluție , % de sare de sodiu a acidului etilendiaminotetraacetic în soluția lui Hank Medii de cultură Mediile de cultură naturale, constând dintr-un amestec de soluții de sare Hank sau Earl, zer, hidrolizate de lactalbumină și sânge animal etc , sunt acum rar folosite din cauza incapacității de a controla cu precizie cantitatea și calitatea componentelor lor În perioada anilor - principalele eforturi ale cercetătorilor s-au concentrat pe crearea mediilor nutritive și a metodelor de transfer al celulelor din organism în cultură Problema principală a fost găsirea factorilor de cultură care să asigure viabilitatea celulelor și să le mențină activitatea proliferativă in vitro Această etapă dificilă și fundamental importantă a fost finalizată în odată cu crearea primului mediu nutritiv sintetic Eagle și nr Aceste medii aveau o compoziție precisă din punct de vedere chimic, incluzând peste de componente ( de aminoacizi, vitamine, componente de acid nucleic, surse de lipide, hormoni, săruri minerale și alte substanțe) Cu adăugarea de - % ser sanguin, aceste medii au asigurat creșterea eficientă a multor culturi celulare Compoziția acestor mass-media s-a dovedit a fi aleasă atât de bine și de precis încât Eagle media și No sunt utilizate pe scară largă în prezent Mediile nutritive cele mai utilizate pentru culturile celulare sunt: mediul de bază Needle - BME, mediu Needle minim - MEM și MEMS, mediu Eagle modificat de Dalbecco - DMEM, mediu Nr , mediu RPMI etc Un indicator este adăugat la toate mediile nutritive și la unele soluții pH roșu fenol la o concentrație care nu are efect toxic asupra celulelor și virușilor, dar vă permite să determinați faptul că mediul este acidulat de produsele metabolismului celular și necesitatea înlocuirii cu unul proaspăt Pentru a preveni apariția și dezvoltarea microflorei străine, pe medii se adaugă antibiotice: penicilină și streptomicina la U/ml sau kanamicina la μg/ml Pentru a preveni dezvoltarea mucegaiului, se recomandă sarea de sodiu nistatin - μg/ml mediu Pentru cultivarea celulelor, mai ales în primele zile de creștere, se folosesc medii de creștere care conțin - % ser din sânge animal (cel mai adesea bovine) Este o componentă obligatorie a mediilor nutritive de creștere, deoarece serul conține un întreg set de substanțe biologic active necesare creșterii celulare in vitro Astfel, fracțiunea de albumină și fetuina promovează atașarea celulelor la suprafața sticlei sau a plasticului În plus, serul conține o varietate de factori de creștere care contribuie la răspândirea, creșterea și reproducerea activă a celulelor Serul de embrioni de vaci și alte animale, de regulă, nu conține anticorpi antivirali, spre deosebire de serurile de sânge ale animalelor adulte, ca aditiv deosebit de spumos pentru mediile nutritive Este necesar să se controleze strict serurile pentru sterilitate și proprietăți toxice în raport cu culturile celulare STUDII VIROLOGICE În practica virologică, se folosesc următoarele tipuri de culturi celulare: J tripsinizat primar; J diploid: J s-a împletit Culturi de celule primare tripsinizate Pot fi obținute din aproape orice organ și țesut de animale și păsări (găini, iepuri, câini, vaci, oi, porci, hamsteri, șoareci, cobai, maimuțe), precum și din cele extrase de la om în timpul intervenției chirurgicale Cele mai utilizate sunt rinichii, plămânii, pielea, testiculele, timusul etc Deoarece capacitatea de multiplicare a celulelor t vit ro depinde de gradul de diferențiere a țesuturilor, este mai bine să luați oriens embrionari Culturile celulare pot fi obținute din țesuturi normale și maligne, constând din tipuri de celule epiteliale și fibroblastice, precum și din tipuri de celule mixte Alegerea țesutului pentru un anumit studiu virusologic este determinată de sensibilitatea celulelor sale in vitro la virusul testat Pentru a obține celule primare, organele sunt tripsinizate nu mai târziu de - ore după extracție în condiții aseptice Embrionii de pui ar trebui să aibă vârsta de - zile, când se folosesc embrioni de la animale de laborator, uterul este îndepărtat aseptic Organele animalelor adulte mari sunt prelevate în timpul sacrificării lor la fabricile de procesare a cărnii Tratate cu soluții dezinfectante sau alcool, spălate cu ser fiziologic cu o cantitate mare de antibiotice, organele sunt plasate în vase Petri pentru dispersie ulterioară Cea mai des folosită metodă de dispersie tisulară este tratamentul lor cu enzime proteolitice (tripsină, pancreatina, colagenaza etc ) Utilizați de obicei metoda de tripsinizare a țesuturilor Țesutul pregătit pentru tripsinizare este tocat cu grijă cu foarfece, transferat într-un balon steril, spălat cu soluție salină sau tampon de tripsinizare și umplut cu o soluție de dispersare (de exemplu, un amestec de soluție de tripsină , % și volume egale de tampon fosfat cu , % soluţie de Versene: pH = , ^- , ) Tripsinizarea se realizează pe un agitator magnetic La fiecare - minute, suspensia celulară este drenată și plasată într-un frigider, iar țesutul rămas este turnat cu o nouă porție de soluție de dispersie Procedura se repetă până când țesutul zdrobit este complet epuizat Prunele rezultate sunt reunite, filtrate şi centrifugate la rpm timp de de minute Supernatantul este drenat, precipitatul este pipetat cu atenție într-o mică parte din mediul de creștere, numărul de celule din suspensia rezultată este numărat în camera Goryaev Pentru a face acest lucru, adăugați un volum egal de soluție , % de cristal violet, preparată în soluție de acid citric , M, la ml de suspensie celulară într-un mediu nutritiv, amestecați Se numără numărul de celule vii (care au nucleu și citoplasmă intactă, ca urmare a cărora nu se colorează cu colorant) din două camere Determinați numărul mediu de celule Numărul de celule din ml (X) se calculează prin formula: X \u d (Ax x ) / , , unde A este numărul mediu de celule din cameră După numărarea numărului de celule, suspensia se diluează cu un mediu nutritiv de creștere până la o concentrație de - de celule la ml și se toarnă în eprubete, saltele sau sticle cu role O parte semnificativă a celulelor viabile obținute ca urmare a dispersiei enzimatice este atașată de substrat și începe să se înmulțească În această etapă, sunt determinate celulele cultivate STUDII VIROLOGICE ca primar În dezvoltarea lor, culturile celulare trec prin faze de adaptare, creștere logaritmică, fază staționară și îmbătrânire (moarte celulară progresivă) În procesul de creștere și reproducere, celulele acoperă complet suprafața de creștere a vasului și formează un monostrat Poate fi cu un singur strat, dacă celulele încetează să se divizeze la contactul strâns între ele (efectul inhibării contactului), sau nu strict multistrat, constând din mai multe straturi, dacă celulele sunt tăiate din țesuturi transformate malign, pentru care fenomenul de inhibare a contactului nu este critic De regulă, un monostrat se formează în - zile, celulele rămân viabile timp de - de zile, în funcție de tipul de țesut și de o serie de alți factori Mediul nutritiv este modificat pe măsură ce se contaminează cu produse metabolice, care provoacă o modificare a pH-ului și afectează negativ metabolismul normal al celulelor, ceea ce poate duce la moartea acestora Pentru cultivarea virusului se folosesc culturi de celule tinere care tocmai au format un monostrat Culturi de celule diploide Informații de bază despre specificul acțiunii citopatice a multor virusuri au fost obținute pe culturi primare tripsinizate Odată cu extinderea gamei lor și introducerea în practică, deficiențele culturilor primare au devenit evidente: laboriozitatea producției, natura nestandardă a diferitelor loturi de celule primare pentru un anumit virus și frecvența relativ mare de contaminare a sursei material Culturile primare tripsinizate nu sunt subcultivate sau extinse, sunt modele de unică folosință cu probleme de conservare și transport Odată cu subcultivarea și trecerea celulelor, a fost posibil, în condiții adecvate, să se formeze populații de celule asemănătoare fibroblastelor care se înmulțesc într-un ritm ridicat și rețin setul original de cromozomi la mai mult de % din populație Aceste culturi celulare se numesc culturi celulare diploide De regulă, acestea sunt culturi de fibroblaste din țesut conjunctiv Scalarea lor, crioconservarea și controlul pentru absența contaminanților exogeni înainte de începerea experimentelor virologice au devenit posibile Un dezavantaj semnificativ al acestor modele este durata de viață limitată Numărul de generații depinde de specia animală de la care a fost obținută linia celulară diploidă De exemplu, fibroblastele embrionare umane au o durată de viață de + pasaje Această valoare poate varia semnificativ atât într-o direcție cât și în cealaltă direcție în linii diploide de la diferiți embrioni Liniile de fibroblaste pulmonare embrionare umane diploide Wi- ( ) și MRC- , unice prin proprietățile lor, sunt utilizate pe scară largă în cercetarea biomedicală și virologia practică Aceste culturi sunt caracterizate printr-o gamă largă de sensibilitate la diferiți virusuri și activitate proliferativă ridicată (Tabelul - , - ) Datorită creării și conservării în timp util a criobancilor de semințe, aceste linii rămân în continuare modele celulare relevante și eficiente, în ciuda faptului că, în conformitate cu originea lor, au o durată de viață limitată Tabelul - Lista liniilor celulare în funcție de specie și originea țesutului Nu Linia Specia și originea țesutului A- Om, rabdomiosarcom A uman, carcinom pulmonar Alexander Human, carcinom hepatic AUBEK Taur, rinichi STUDII VIROLOGICE Continuarea tabelului - N° p/p Linia Specia și originea țesutului B - Marmoset, leucocite transformate cu virusul Epstein-Barr, producerea virusului Epstein-Barr BALB/ T Clona A Șoarece, embrion, fibroblaste BGM Maimuță verde africană, rinichi VNK- Hamster sirian, rinichi clona VNK- clona linie VNK- VNK- (Clone ) V Clona sublinie VNK- clona BSC- Maimuță verde africană, rinichi Chang conjunctiv Man, conjunctiva Chang IIweg Bărbat, ficat CV- Maimuță verde africană, rinichi sv-s Maimuță verde africană, rinichi FLV Uman, amnios, sublinie FL FECH Om, embrion, fibroblaste FLECH / Fibroblaste umane, embrionare, pulmonare FHHK- R Maimuță Rhesus, embrion, rinichi GMK-AH- Maimuță verde africană, rinichi HAK Hamster sirian, rinichi HeLa Human, carcinom cervical HeLa KD, HeLa S , HeLa HeLaV HeLa sublinii HEp- Carcinom epidermoid uman al laringelui HL- umană, leucemie cu celule T HN Uman, hipernefrom IMR- Uman, neuroblastom KB uman, carcinom al cavităţii bucale KBV Subline HF LLC-MK Maimuță Rhesus, rinichi L- Leucemie monocitară umană L- Om, embrion, plămân L- Soarece, tesut conjunctiv, clona liniei L MA- Maimuță Rhesus, rinichi Mc Coy Mouse, hepatom MDBK Bull, rinichi MDCK Câine, rinichi MEC (M K) Iepure, embrion, mușchi Molt- Uman, leucemie T-limboblastică Molt- Man, leucemie T-limfoblastică MRC- Fibroblaste umane, embrionare, pulmonare MT- Uman, co-cultivarea limfoblastelor din sângele inimii și a celulelor T de la un pacient cu leucemie MV LU (NBL- ) Nurcă, ușoară Namalva Man, limfomul Burkitt NGUK- (NGUK- ) Sobolan, neurinom NIH/ T Șoarece, embrion, fibroblaste PEO (PEO) Oaie, embrion, rinichi STUDII VIROLOGICE Sfârșitul mesei - Nu Linia Specia și originea țesutului PES (PES) Porc, embrion, rinichi RK ( ) Porc, rinichi RO- (PO- ) Oaie, rinichi P -TK- (PO-TK- ) Culturi hibride: oaie, celule renale și limfocite PO-TK-xLO (PO-TK-xLO) Culturi hibride: oaie, celule renale și limfocite PO-TK-xSO (PO-TK-xSO) Culturi hibride: celule de rinichi de oaie și splenocite PPES (PPES) Porc, rinichi PS Porc, rinichi Raji Human, limfomul Burkeep RAC x KMFCH (RAC x KMFCH) Cultură de celule hibride: RAC de șoarece, fibroblaste tumorale și umane, musculocutanate RD Uman, rabdomiosarcom RH K- / Om, rinichi, clonă RH RK- Iepure, rinichi RPMI Carcinom septal nazal uman SEK (SEK) Iepure, embrion, inimă SPEV (SPEV) Porc, embrion, rinichi Sirk Rabbit, cornee Taur- (Taypyc- ) Vițel, rinichi TEK(TEK) Bovine, embrion, timus T uman, carcinom vezical T G Om, glioblastom T Leucemie limfoblastică umană Vero maimuță verde africană, rinichi Vero K Clona liniei Vero Vero (V), Vero Vero C Vero sublinii U- Limfom histiocitar uman Wl- Fibroblaste umane, embrionare, pulmonare Celule umane, embrionare, renale transformate cu ADN adenovirus tip (Ad ) Maimuță verde africană, rinichi Tabelul - Lista liniilor celulare recomandate pentru cultivarea virusului Viruși Cultura celulară Viruși gripali: A (H N ), A (ND), A (ND), A (ND), B și C MDSC, Vero MDBK, VNK- , SPEV (SPEV), Wl- MRC- , FLECH / (FLZCH / ), NIH- T , Chang Conjunk, NAC Adenovirus (tipurile - ) HeLa, Hep- , Vero, MDSC, GMK-AH- , RK( ), HN, L- , A , MAt- , IMR- (tip ), FLV, HelaKD (tipul ), HeLaS (tipul ), KV (tipul , ), , clona VNK- , ficat Chang L , FLECH / Pneumovirus (sincițial respirator) Wl- , MRC- , FLECH / (FLECH / ) MAt- , HeLa, HEp- , Vero, L- , FLV, BSC- , HN, L , KBV Virus paragripal (tipurile - ) Vero, L- , MAt- , HEp- , HN, RD L- , A , BSC- , Taurus- (Taypyc- ), FLECH / , FLV Coronavirus Wl- , MRC- FLECH / , Vero, T qG, BALB/ZTZ Clone A , SPEV Rhinovirus HeLaV, BGM, Wl- , MRC- , FLV, KBV, AUBEK, LLC-MK STUDII VIROLOGICE Sfârșitul mesei - Viruși Cultura celulară Morbilivirusuri (virus rujeolic) HeLa, BSC- , Vego, L- , Molt- , BGM, KBV, FLECH / (FLECH / ) Virușii de oreion HeLa KB, HEo- , BGM, BSC- , Molt- Virusul herpes simplex uman (tipurile și ) A , PH K- / , Hfiua, HEp- , HN (GN) MAT- , L- , Vero, KB, WI- , MRC- , FLECH / (FLECH / ) BHK- , NIH/ T , RD, Vero (V), IMR- , ficat Chang, BSC- , clona BALB/ T A Virusul varicelei zoster RK- , Vero, NIH/ T BHK- HEp- , BSC - , CV- , BAl / T clona A , RD, MV LU (NBL- ) citomegalovirus WI- , MRC- MV LU (NBL- ) Vero HN (GN), A , RD MAt- , Vero(V), MEK (IEC), SEK (SEC) Virusul Epstein-Barr BHK- СІ ПѲІЗ, Vero Poliovirusuri (tip , , ) HeLa, HEp- , BSC- , Vero, RD Chang Conjn, GMK-AH- , CV- , ficat Chanq, BGM, HN (GN) L , MAT- , A , KB, RPMI , WI- , MRC- , LLC-MK , L , FLECH / (FLECH / ) Coxsackie A {tipurile - ) HeLa, HEp- , RD, BGM, RK- , FLV Koksaki V (tip ) HeLa, HEp- , PK( ), MDSK, IMR- , BGM, clona BHK- Virușii ECHO HeLa, HEp- , RD, Vero, BGM RK- , FLV, FLECH / (FLECH / ) Hepatita A Alexander, Vero (V), CV- , BSC- , T , LLC-MK , FRHK- R Hepatita B Vero, CV- , A Virusul rubeolei WI- , FLECH / (FLECH / ), Vero, GMK-AH- , Sirk, BHK- , RK- Rotavirusuri MAT- , MDVK, , RD, BGM, SPEV (SPEV) Reovirus BGM, PK( ), Vero, PS MDCK, HeLa, SV- , MV LU (NBL- ), BHK- clona Virusul stomatitei veziculoase WI- , FLECH / (FLECH / ), MRC- BSC- , Vero, IMR- , LLC-MK , Namalva, BHK- clona , RPMI , BALB/ T clona A , Chang Fver, HeLaS , HN (GN), Alexander, MDCK, L , RD, Mc Sow, la - Rabie BHK- clona BHK- (clona ) V, MV LU (NBL- ), NGUK- (NGUK- ), TEK (TEK) Pseudo-rabie BHK- clona , BHK- (clona ) V, MV LU (NBL- ), NGUK- (NGUK- ), TEK (TEK) Virusul vaccinului RK- , MAT- , Heca, MDSC, RD, BGM, PK( ), MV LU (NBL- ) Virusul variolei WI- , MRC- , HAK, FECH (FECH) Arenavirusuri: coriomeningită limfocitară, virusuri Pichinde, Manula BHK- , MDSC, Vero, Vero K- Virusurile febrei hemoragice: febra Lassa, Ebola, Marburg, Junin, Karelian și Omsk Vero , Vero C Arbovirusuri (virusuri L): encefalită occidentală, estică și venezueleană, febră Chikungunya și PES din pădurile Semliki (PES), FLV HeLaV, Vero, CV- , SPEV (SPEV), L- , Raji, MAt- , KBV T- , Namalva, Molt- , Molt- , V - , RHK- / , BSC- , LLC-MK , MDCK, PS Flavivirusuri: encefalită transmisă de căpușe și japoneză, febră dengue, febră galbenă SPEV (SPEV), PPES (PPES), MAT- , BSC- , RHK- / , PEO (PEO), Vero K- , NGUK- ( NGUK- ), PES (PES), FLECH / (FLECH / ) Bunyavirusuri: febra californiană BHK- , A- , LLC-MK Vero Virușii imunodeficienței umane și HL- , U- (tipurile și ), Molt- , MT- Leucovirusuri, virusul leucemiei cu celule T umane, SV- MV LU (NBL- ), CV- , BSC- , clona Balb/ , Vero NIH/ T , HL- , A- , HN (GN) Prioni NGUK- (NGUK- ), PO- (PO- ), PO-TK- (PO-TK- ), PO-TK-xLO (PO-TK-xLO), PO-TK-xSO (PS TK-xCO), RACxKMF STUDII VIROLOGICE Majoritatea liniilor diploide au fost obținute din țesuturile fetușilor umani de - luni după avort indus, precum și din membrana amniotică de la femeile care naște în timpul nașterii normale Recent, utilizarea liniilor celulare umane diploide a fost discutată în literatura de specialitate din punctul de vedere al eticii medicale Aceasta este legată de recomandările formulate de Comitetul de Bioetică UNESCO cu privire la cercetarea asupra embrionilor umani obținuți după zile de dezvoltare embrionară Unele dintre prevederile acestui document sunt aplicabile cercetărilor privind izolarea și utilizarea liniilor celulare umane diploide, acesta fiind în primul rând consimțământul informat scris al femeii care urmează să fie operată, lipsa de interes comercial din partea personalului medical conducând avortul, scopurile strict medicale ale studiului Culturi celulare continue Durata de viață limitată a liniilor diploide a determinat cercetătorii să caute noi culturi celulare Au fost găsite linii celulare permanente cu o durată de viață nelimitată "Nemurirea" reală a acestor modele se datorează transformării materialului genetic al celulelor Liniile, de regulă, sunt de origine oncogenă sau sunt create ca urmare a transformării spontane a celulelor normale în timpul cultivării in vitro Este posibil să se obțină culturi de celule transplantabile atât din țesuturi sănătoase, cât și din țesuturi tumorale ale animalelor prin intermediul unor treceri lungi de celule primare tripsinizate (caracterizate prin activitate de creștere ridicată) într-un mod de cultivare dat Celulele culturilor transplantate au un set heteroploid de cromozomi, aceeași formă și stabilitate în condiții de cultivare in vitro În laboratoare, culturile celulare continue se mențin prin transfer dintr-un vas în altul cu înlocuirea obligatorie a mediului nutritiv După îndepărtarea din vasul de cultură cu mediu de creștere, celulele monostrat sunt îndepărtate de pe suprafața de sticlă sau plastic prin dispersie cu soluție de Versene , %, soluție de tripsină , % sau un amestec ( : ) din aceste soluții Efectul de dispersie al soluției Versen se datorează faptului că aceasta leagă cationii divalenți (Mg ~ +, Ca ++), care asigură atașarea celulelor la sticlă și formarea unui monostrat Sub acțiunea soluției Versen, celulele sunt rotunjite și se exfoliază din sticlă După - minute de menținere a monostratului sub o soluție solubilă dispersabilă încălzită la K, acesta este îndepărtat, lăsând o mică parte pentru spălarea periodică ulterioară a celulelor până când acestea alunecă Apoi, se adaugă o cantitate mică de mediu nutritiv de creștere în flacon, monostratul alunecat este pipetat cu atenție și se prelevează o probă pentru numărarea celulelor în camera Goryaev Suspensia celulară rezultată este diluată cu un mediu nutritiv de creștere până la concentrația necesară ( - mii celule la ml) și turnată în eprubete, saltele sau flacoane pentru cultivare ulterioară la °C timp de - zile până la un monostrat continuu este format Celulele nu pot fi numărate în camera lui Goryaev, dar pot fi răspândite prin raportul obișnuit pentru această cultură de celule de la : la : sau mai mult Culturile de celule sunt de obicei cultivate în condiții statice folosind eprubete, saltele și baloane de diferite capacități, precum și plăci de plastic cu și de godeuri de cultură speciale Pentru a obține cantități mari de masă celulară, se utilizează o tehnică de cultură cu role sau suspensie Culturile de celule transplantate au o serie de avantaje față de cele primare Ele servesc ca o alternativă modernă eficientă la modelele biologice (embrioni de pui, animale de laborator), inclusiv componenta etică a cercetării Culturi permanente și liniile lor clonale STUDII VIROLOGICE oferă condiții standard pentru reproducerea virusurilor, spre deosebire de culturile primare, care reprezintă populații mixte de celule Acesta este un sistem unic în ceea ce privește controlabilitatea Metodele dezvoltate pentru monitorizarea culturilor celulare asigură identificarea aproape a oricăror contaminanți exogeni Datorită ușurinței relative de pregătire a culturilor transplantabile, se economisesc semnificativ resursele de muncă și materiale Celulele transplantate, de regulă, au un spectru larg de sensibilitate la viruși (vezi tabelele - ) Practica centrelor medicale și biologice din lume și mulți ani de experiență cu linii celulare permanente au arătat că aceste modele se caracterizează prin contaminare interspecifică și intraspecifică, precum și contaminare cu micoplasme și virusuri O serie de lucrări descriu înlocuirea unor linii cu altele Au existat publicații despre problemele selecției și apariția multor sublinii care diferă unele de altele, dar au același nume A devenit evident că utilizarea fiabilă a liniilor celulare permanente este imposibilă fără crearea de centre specializate, a căror sarcină principală ar fi stocarea liniilor cu o anumită caracteristică (pașaport) Această problemă a fost rezolvată prin crearea colecțiilor naționale de culturi celulare Crearea colecției ruse de culturi celulare (RCCC) a condus la progrese semnificative în rezolvarea problemelor de standardizare a studiilor virologice În prezent, RKKK reunește colecții specializate concentrate în institute de cercetare Se păstrează aproximativ de linii celulare, dintre care sunt de referință, depuse în legătură cu brevetarea, sunt de importanță industrială Activitatea principală a RKKK este furnizarea de material celular de referință instituțiilor științifice, industriale și practice din Rusia și din străinătate Fiecare linie din RKKK este caracterizată conform standardului internațional acceptat; la care aderă toate Colecţiile Naţionale ale lumii Mai jos este un exemplu de pașaport pentru linia de colectare MDCK, unul dintre cele mai importante și comune modele virusologice Pașaportul de cultură celulară MDCK Origine: câine, rinichi Proc Soc Exp Biol Med : Morfologie: epitelial Metoda de cultivare: monostrat Conditii de cultivare: mediu - EMEM, BME sau DMEM; ser - fetal bovin %; alte componente - NEAA % (EMEM); procedura de reînsămânțare - îndepărtarea celulelor folosind tripsină , %, soluție Versen , % ( : ); multiplicitatea cernurii - : - : , densitate optima - - x celule/cm ; crioconservare - mediu de creștere (se poate adăuga % ser fetal bovin), % DMSO, x celule/ml în fiolă Viabilitatea după crioconservare: % ( pasaj colorat cu albastru tripan) Controlul contaminării: bacterii, ciuperci și micoplasme nu au fost detectate Controlul identității speciilor: analiză cariologică Cariologie: n = , limite de variabilitate a numărului de cromozomi - - , număr modal de cromozomi - - , număr de markeri - - , cromozomi mari submetacentrici, unele celule au - medii STUDII VIROLOGICE cromozomi meta- sau submetacentrici (colorare de rutină), numărul de poliploizi este de , % Eficiența clonării: % (ATCC) Alte caracteristici: sensibilitate la virusuri - stomatita veziculoasa; variola vacii; Coxsackie B- ; reovirusuri , ; adenovirusuri , ; gripa A, B, C; ciuma câinilor; arbovirusuri; arenavirusuri; exantem vezicular al porcilor; hepatită infecțioasă la câini Zona de nume; virologie, biotehnologie, biologie celulară Colecții: ATCC CCL ; ECASS ; ; Institutul de Cercetare de Virologie, Academia Rusă de Științe Medicale; ESCC; INC RAS Metode microscopice și culturale MICROSCOPIA DIRECTĂ ÎN IDENTIFICAREA PATOGENILOR ÎN CULTURA CELULARĂ Examinarea microscopică a țesuturilor infectate este efectuată pentru a detecta modificări patologice ale acestora sau pentru a detecta materialul viral Grupul de metode microscopice include microscopia cu lumină convențională (viroscopia și detectarea incluziunilor intracelulare prin metode citologice) și microscopia cu lumină ultravioletă folosind fenomenul de fluorescență Metodele convenționale de microscopie cu lumină sunt de obicei destul de simple, dar în prezent au o valoare diagnostică limitată, deoarece pot fi utilizate în câteva boli virale Obiectivul principal al acestor metode este de a detecta modificări patologice și patognomonice sau un antigen viral în țesuturile fixate și colorate, precum și un agent viral sau componentele sale antigenice, corpurile de incluziune și celulele modificate în frotiuri sau preparate de imprimare realizate din material de țesut, lichide și exsudate VIRUSOSCOPIE Numai virușii mari mai mari de nm pot fi detectați prin examinare microscopică directă Pentru aceasta, se folosesc linii și imprimeuri colorate Argintarea Morozov este considerată a fi una dintre cele mai bune metode de colorare a preparatelor Colorarea vă permite să măriți dimensiunea virusului prin depunerea de particule de argint pe acesta Cu ajutorul microscopiei cu lumină, este posibil să se detecteze virionii virusului variolei Întrucât sunt giganți (atingând - nm) în comparație cu virionii altor virusuri, pot fi observați la microscop cu lumină, deși la limita vizibilității Viroscopia ca metodă rapidă de încercare pentru diagnosticul de laborator al bolilor virale nu este încă o metodă exactă pentru determinarea naturii agentului patogen Acest lucru necesită alte metode de indicare și identificare a virușilor METODE CITOLOGICE Aceste metode sunt rareori utilizate în diagnosticarea infecțiilor virale, dar sunt încă solicitate pentru o serie de infecții În timpul reproducerii unor virusuri în celule se formează corpuri de incluziune virale, care pot fi intranucleare (de obicei în virusurile care conțin ADN) sau citoplasmatice (în cele care conțin ARN) Unii viruși sunt capabili să producă ambele tipuri de corpuri de incluziune Ele apar ca urmare a acumulării unui număr mare de virioni în celulă, modificări sau degenerare a conținutului celular, un exces de proteine virale care nu sunt integrate în compoziție din diverse motive STUDII VIROLOGICE virioni Dimensiunea corpurilor de incluziune variază de la abia vizibile la dimensiunea nucleului celular, iar numărul variază de la un singur la - per celulă Pentru a detecta corpurile de incluziune, materialele de autopsie, biopsiile, frotiurile și amprentele (post-mortem sau intravitale), precum și preparatele de cultură celulară, sunt supuse unei colorații speciale urmate de microscopie Pentru incluziunile formate din diferite tipuri de viruși, metodele de colorare sunt diferite Printre numeroasele rețete de colorare, se pot distinge cele universale (revizuire), care includ colorarea cu hematoxilină-eozină Celulele citoplasmatice Babes-Negri formate de virusul rabiei, atunci când sunt colorate prin orice metodă, sunt vizualizate în secțiuni histologice ale creierului uman sau animal; sunt atât de caracteristice încât fac posibilă stabilirea unui diagnostic Modificările tipice ale țesutului hepatic (obținute prin viscerotomie sau secționare) indică febra galbenă Cu limfogranulomul venereu, corpurile elementare pot fi găsite în material purulent din bubon Corpurile lui Ballinger se formează în citoplasma celulelor epiteliale ca urmare a reproducerii virusului variolei aviare Incluziunile intranucleare se găsesc în culturi epitelioide continue de celule L sau EL crescute pe lamele și infectate cu virusul bolii Aujeszky, colorate cu hematoxilină-eozină Este ceva mai dificil de căutat astfel de incluziuni în preparate din culturi de celule epitelioide crescute pe lamele și infectate cu variola din speciile corespunzătoare, după o colorare similară În cele mai multe cazuri, detectarea corpurilor de incluziune virală servește ca metodă de diagnosticare auxiliară Cu encefalită, de exemplu, metodele patohistologice nu pot stabili cu exactitate etiologia, deși este posibil să le utilizeze pentru a diferenția între procesele infecțioase și neinfecțioase sau un proces necrotic și demielinizare observată în encefalita post-vaccinare De aceea, patologilor care iau material pentru examinarea histologică li se recomandă să colecteze simultan material pentru izolarea virusului METODE DE INDICARE MICROSCOPICĂ A VIRUSURILOR ÎN CULTURILE CELULARE Capacitatea virusurilor de a provoca distrugerea specifică a celulelor face posibilă utilizarea culturii celulare în virologie pentru detectarea primară și izolarea virusurilor din materialul patologic (Fig - și - ) Prin selectarea corectă a culturilor celulare, respectarea condițiilor de infectare a monostratului celular și cultivarea virușilor, este posibil să le detectăm deja la primele treceri Indicatori ai prezenței virusului în culturile de celule infectate: • dezvoltarea degenerescenţei monostratului celular şi celular specific virusului studiat; • formarea plăcii; • interferența pronunțată a virușilor; • apariţia incluziunilor intracelulare; • suprimarea metabolismului celular (test de culoare); • hemadsorbție pozitivă; • hemaglutinare pozitivă; • semne imunofluorescente ale prezenței virusului sau antigenelor virale; • criterii microscopice electronice pentru prezenta virusului Indicarea virusurilor prin acțiune citopatică Reproducerea virusului în cultura celulară este de obicei judecată după efectul citopatic (CPE), exprimat prin modificări morfologice în culturile de celule infectate, care sunt observate când sunt privite zilnic la un microscop cu mărire mică (lentila - x - , ocular - x -) ) STUDII VIROLOGICE Aceste modificări (comparativ cu starea celulelor din culturile neîncărcate) pot acoperi întregul monostrat sau pot fi observate ca focare de celule modificate de diferite dimensiuni pe fundalul unui monostrat normal Firmele de CPE depind de proprietățile biologice ale virusului, tipul de celule, doza de infecție, condițiile de cultură etc Astfel, unele dintre adenovirusuri prezintă CPP la - zile după infectare, iar virusul sincițial respirator - după - săptămâni Formele de CPE pot fi grupate în trei variante cele mai diferite: fragmentare celulară, rotunjire celulară și formare de symplast Fragmentarea este distrugerea celulelor în fragmente separate, care, pierzând contactul cu substratul (sticlă sau plastic), intră în lichidul de cultură sub formă de detritus celular (virusul stomatitei veziculoase) Rotunjire - pierderea capacității celulelor de a rămâne pe substrat, în urma căreia acestea iau o formă rotunjită (sferică), separată de sticlă sau plastic și plutește liber în mediul de cultură, murind treptat (enterovirusuri, adenovirusuri etc ) Formarea simptomatologiei este formarea de celule gigantice multinucleate ca urmare a fuziunii citoplasmei și a diviziunii celulare amitotice (de la - la câteva zeci) În acest caz, membranele celulare ale celulelor învecinate se dizolvă citoplasmele lor se contopesc, formând o celulă mare în care nucleii sunt fie concentrați în centru, fie localizați de-a lungul periferiei Astfel de celule gigantice multinucleate se numesc simplaste Mecanismul fuziunii celulare se explică prin încălcarea procesului de diviziune celulară sub influența unui virus sau prin dizolvarea membranelor celulare sub acțiunea enzimei lecite inaza a unor virusuri Uneori, în culturile celulare, se poate observa dezvoltarea focarelor de proliferare celulară, constând din straturi de celule cu diviziune rapidă In caz de neplata Orez - Monostratul celular normal al culturilor de celule continue MDCK, Taur, HeLa, VNK- STUDII VIROLOGICE Orez - Celule fibroblaste pulmonare embrionare umane (FLE) și rinichi embrionari umani (HEN) infectate cu gripă și geope sau paragripa tipurile și În timpul transformării celulelor afectate în monostrat apar focare dense de transformare albă, de diferite dimensiuni și forme (virusul sarcomului Rous) Unele virusuri, care se reproduc în culturi celulare, nu provoacă CPP, ceea ce se poate datora naturii virusului sau tipului de celule utilizate pentru cultivarea acestuia (virusul rabiei, virusul rubeolei în celulele umane diploide etc ) Celulele rămân viabile, însă, în timp, intensitatea diviziunii celulare în ele scade și morfologia se modifică oarecum Caracteristic pentru fiecare tip de virusi studiati, CPE se poate dezvolta in culturi celulare atunci cand este infectat cu doze medii de virusi ( , - , TCD ,,/celula), cand celulele infectate nu mor imediat, dar continua sa functioneze o perioada de timp, suficient pentru formarea unor formațiuni specifice La doze mari de viruși (> , TCID /celulă), celulele mor destul de repede odată cu debutul unei infecții generalizate și distrugerea completă a monostratului La doze mici de infecție ( - reacția este pozitivă, sedimentul eritrocitar este ceva mai puțin larg, dar distinct, în fundul puțului, abia se conturează o zonă inelară de eritrocite sedimentate; "++" - reacția este neclar pozitivă, "umbrela" eritrocitelor este vizibil mai mică, se formează o zonă inelară mai densă în partea de jos a găurii; "+" - reacția este slab pozitivă, există o sedimentare semnificativă a eritrocitelor în partea de jos a găurii sub forma unui disc dens cu o margine granulară; "-" - reacția este negativă, în fundul puțului se formează un sediment dens de eritrocite sub forma unui disc cu margini netede Titrul virusului este considerat a fi cea mai mare diluție la care se observă încă aglutinarea completă a eritrocitelor cu sau plus În godeurile de control, eritrocitele ar trebui să formeze un disc dens cu margini netede REACȚIA DE NEUTRALIZARE Una dintre principalele metode serologice utilizate în practica virologică este reacția de neutralizare Este utilizat pentru diagnosticarea bolilor de etiologie virală, evaluarea medicamentelor antivirale, preventive și de diagnosticare Reacția de neutralizare se bazează pe capacitatea anticorpilor prezenți în serurile imune de a preveni reproducerea virusului în diverse sisteme sensibile: la animale, culturi celulare, embrioni de pui Folosit pentru tiparea virusurilor izolate și titrarea anticorpilor în serurile pacienților recuperați Pentru a stabili o reacție, aveți nevoie de: V animale de laborator, culturi celulare sau embrioni de pui în curs de dezvoltare; J virus infecțios de tip cunoscut (pentru diagnosticul serologic al infecției) sau test (pentru identificarea virusului izolat): S ser investigat (pentru diagnosticul serologic al infecției) sau specific de tip (pentru identificarea virusului izolat); J ml seringă; STUDII VIROLOGICE J eprubete și suporturile acestora sau plăci de polistiren cu de godeuri cu fund plat pentru cultivarea culturilor celulare; J pipete gradate de și ml; J soluție izotonică de clorură de sodiu sau soluție salină tamponată pentru culturi celulare; J termostat la °C sau incubator cu CO Sursa virusului pentru Lichidele de cultură care conțin virusuri, precum și extractele din embrioni de pui și organe ale animalelor infectate pot servi drept etapă de reacție Materialul care conține virusul trebuie să fie omogen, eliberat de particule mari prin centrifugare la - rpm timp de minute Pentru a stabili o reacție de neutralizare, este necesar să se utilizeze un material care conține virus cu activitate cunoscută, care se realizează prin titrarea sa preliminară Perioada de valabilitate a unei suspensii virale titrate depinde de tipul de virus și este indicată în descrierea diagnosticul de laborator al fiecărei infecții Serurile pentru reacția de neutralizare, în funcție de scopul reacției, pot fi obținute de la animale vaccinate special sau de la persoane în serurile cărora este necesară determinarea conținutului de anticorpi neutralizanți pentru verificare sau diagnostic Deoarece confirmarea finală a diagnosticului este creșterea titrului de anticorpi împotriva virusului, serurile trebuie luate de la pacienți la începutul perioadei acute a bolii și după - săptămâni (așa-numitele seruri pereche) Pentru a stabili o reacție de neutralizare cu majoritatea virusurilor, serurile nu necesită tratament special Pentru unele virusuri, serurile de sânge ale oamenilor și animalelor conțin inhibitori termolabili și termostabili nespecifici care neutralizează activitatea infecțioasă a virusurilor Pentru a inactiva inhibitorii termolabili nespecifici ai serului sanguin la oameni, maimuțe, cai, cobai, aceștia sunt încălziți timp de de minute la o temperatură de ° C, șobolani albi și iepuri - la ° C, cocoși - la ° C (Metodele de eliberare a serurilor din inhibitori termostabili nespecifici sunt date în descrierea diagnosticului de laborator al fiecărei infecții ) Serurile tratate în acest mod sunt utilizate imediat sau păstrate la frigider la - ° C timp de - zile sau înghețat mai mult timp, necesar pentru colectarea serurilor pereche Există două modificări ale reacției efectuate în condiții aseptice: J diluțiile crescătoare ale suspensiei care conține virusul sunt combinate în volum egal cu o doză constantă de ser; J Diluțiile crescătoare de ser sunt combinate cu o doză constantă de virus Declarația reacției de neutralizare pe animale de laborator Eprubetele sunt dispuse în rafturi pe rânduri paralele Numărul de tuburi din fiecare rând paralel trebuie să corespundă numărului de diluții de virus și să depășească titrul său biologic Numărul de rânduri trebuie să corespundă numărului de seruri și controale prelevate în experiment Controalele necesare sunt: ) ser normal; ) activitatea virusului luat în experiment Pentru primul control, ser normal este adăugat într-un număr de tuburi, pentru al doilea - soluție izotonică de clorură de sodiu până la , ml din fiecare ingredient per tub, serurile nu sunt diluate sau diluate : În rândul auxiliar, se prepară diluții de ori ale suspensiei virale prin turnarea a , ml de soluție izotopică de clorură de sodiu în fiecare eprubetă Adăugați , ml de suspensie virală în primul tub, coborând-o cu grijă de-a lungul peretelui tubului și nu atingeți lichidul din tub cu o pipetă (acest lucru este necesar, STUDII VIROLOGICE pentru a nu introduce exces de virus rămas pe pereții pipetei și pentru a nu distorsiona adevărata diluție a virusului); pipeta se aruncă într-un recipient cu o soluție dezinfectantă Se amestecă bine conținutul primului tub cu o altă pipetă, se colectează , ml de suspensie și se transferă în al doilea tub și așa mai departe până la ultimul tub din rând Pornind de la cea mai mare diluție, suspensia virală este transferată într-un volum de , ml în eprubetele corespunzătoare în rânduri paralele care conțin același volum de ser specific, ser normal sau soluție izotonă de clorură de sodiu Eprubetele cu amestecuri se agită și se lasă - ore la temperatura camerei sau într-un termostat, sau se incubează - ore la °C După ce a trecut timpul de contact, amestecurile sunt administrate animalelor de laborator pentru a indica virusul infecțios: se iau cel puțin patru animale pentru fiecare diluție Calea de administrare, doza și momentul rezultatelor vor varia în funcție de animalul utilizat și de proprietățile virusului (enumerate în descrierea diagnosticului de laborator al fiecărei infecții) Prezența unui virus infecțios în amestec este apreciată de moartea animalelor de laborator Se înregistrează rezultatele și se calculează titrurile de virus amestecat cu normal și amestecat cu ser de testare după metoda Reed și Mench, care sunt luate ca diluție maximă a suspensiei virale care a provocat moartea a % din animalele infectate Această diluție este considerată ca o doză de LD Pentru fiecare ser imun studiat se calculează indicele de neutralizare (numărul maxim de doze letale de virus neutralizate de acest ser imun comparativ cu martor, - IN) Indicele de neutralizare se calculează prin diferența dintre logaritmul titrului virusului cu serul normal și cel imun De exemplu: , - , = , Conform tabelului de antilogaritmi se găsește numărul corespunzător, egal cu , care în cazul nostru exprimă indicele de neutralizare a serului imun prelevat în experiment IN de la la este considerat negativ, de la la - îndoielnic, peste - pozitiv Pentru identificarea serologică a virusului izolat, se adaugă o cantitate constantă de virus titrat cu atenție anterior (de obicei DL ) la diferite diluții, de obicei de două ori, ale serului specific de tip cunoscut al animalelor imunizate Ser normal fără anticorpi obţinut de la animalul respectiv înainte de imunizare este utilizat ca martor Durata de expunere a virusului la ser și temperatura de incubare variază în funcție de virusul testat După incubare, amestecul virus/ser este administrat animalelor Activitatea de neutralizare a serului se exprimă prin titrul său, adică prin cea mai mare diluție care previne moartea a jumătate din animalele inoculate Tipul de virus este determinat de serul specific tipului care a prezentat cel mai mare indice de neutralizare În studiul serurilor de pacienți pereche în scopul diagnosticării retrospective a infecției, fiecare dintre seruri este examinat cu mai multe tipuri de virusuri Serul pacientului luat în stadiul acut al bolii poate servi drept control în reacție Agentul cauzal al bolii este considerat a fi un virus de acel tip serologic, în raport cu care al doilea dintre serurile pereche a prezentat cel mai mare indice de neutralizare Declarație despre reacția de neutralizare la embrionii de pui Reacția de neutralizare la embrionii de pui se realizează în două moduri: J, ținând cont de rezultatele reacției pentru activitatea de hemaglutinare; J, luând în considerare rezultatele privind detectarea modificărilor morfologice sub formă de urme pe membranele corioalantoice Respectați regulile generale pentru determinarea preliminară a activității biologice a virusului, diluarea virusului sau a serului, combinația de ingrediente, STUDII VIROLOGICE timpul de contact și temperatura la care se efectuează Metoda de introducere a amestecurilor obținute depinde de tropismul virusului în țesuturile embrionului de pui Astfel, virusurile gripale și Newcastle sunt injectate în cavitatea alantoică, virusurile vaccinale și variolei în membrana corioalantoică și o serie de virusuri care provoacă encefalită în sacul vitelin Pentru fiecare opțiune de reproducere se iau - embrioni, se adaugă , - , ml dintr-un amestec de virus și ser La stabilirea reacției în primul mod, se folosesc embrioni de - zile După - zile de incubare cu pci - PS se disecă embrionii și se determină prezența virusului în lichidul alantoidian al fiecărui embrion cu ajutorul unui test de hemaglutinare Dacă în reacție se utilizează o doză constantă de ser și diluții crescânde ale virusului, se evaluează titrurile de virus din experiment și control și apoi indicele de neutralizare al serurilor testate Titrul virusului este luat ca diluție maximă într-un amestec cu ser, care a determinat formarea hemaglutininelor în % dintre embrionii infectați dacă aceștia sunt prezenți în lichidul alantoic al embrionilor infectați cu virusul în amestec cu ser fiziologic sau ser normal Dacă în reacție se utilizează o doză constantă de virus (de obicei sau IDCH |) și diluții crescătoare de ser, atunci activitatea de neutralizare a acestuia din urmă este exprimată prin titrul său, adică cea mai mare diluție care a împiedicat dezvoltarea hemaulutinație la jumătate din embrionii infectați Setarea reacției prin a doua metodă se efectuează prin adăugarea a , ml suspensii preparate la membrana corioalantoidiană a - embrioni cu vârsta de zile După de ore de incubare la - °C, embrionii sunt deschiși, numărul de urme (plăci) de pe fiecare membrană corionallantoică și se găsește media aritmetică pentru fiecare diluție de ser sau virus Pentru titrul virusului sau anticorpilor serici se ia diluția lor limitativă, în care există o rambursare de % sau mai mult din pockmarks formate în control cu o diluție de lucru a suspensiei virale amestecată cu ser fiziologic Prezentarea reacției de neutralizare în culturi celulare În cazul unei reacții de neutralizare în culturi celulare, cursul reacției este același ca atunci când a fost plasată pe animale de laborator Experimentele sunt efectuate în (trei condiții aseptice În experiment, pot fi utilizate culturi din diferite linii de celule transplantate, precum și culturi de țesuturi primare tripsinizate, dar cele în care virusul prezintă un efect citopatic distinct Sursa virusului poate servi ca un lichid de cultură sau un extract de culturi de celule infectate și dezintegrate supuse la înghețare și decongelare repetate de - ori Materialul infecțios este eliberat de resturile celulare prin centrifugare la - rpm timp de - minute Apoi, se prepară diluții de zece ori ale suspensiei virale într-un mediu de întreținere sau soluție salină într-o cantitate care depășește activitatea biologică limitativă a virusului cu - diluții Se adaugă , ml din fiecare diluție a virusului în patru eprubete cu o cultură celulară cu un singur strat, în care mediul de creștere este mai întâi înlocuit cu unul suport Culturile de celule infectate sunt incubate la °C timp de - zile, în funcție de tipul de virus În continuare, rezultatele sunt evaluate pentru efectul citopatic al virusului și se calculează un TCD , adică diluția maximă a virusului care provoacă dezvoltarea CPE în % din culturile de celule infectate În reacția de neutralizare, se folosesc sau TCD conținute în , ml de suspensie virală STUDII VIROLOGICE Pentru identificarea serologică a virusului izolat, se adaugă diluția constantă a acestuia într-un volum de , ml la un volum egal de diluții de două ori ale serurilor de tip postcitar și normal de testat În paralel, se monitorizează activitatea virusului și toxicitatea serului controlul activității virusului Aceeași diluție de lucru a virusului este combinată într-un mod similar cu soluția salină În a doua modificare a reacției de neutralizare în scopul tipării virusului izolat și diagnosticului serologic simultan al infecției, pentru a controla corectitudinea diluției de lucru selectate a virusului, acesta este diluat de , și de ori și fiecare diluție este se adaugă într-un volum de , ml la tuburile de control cu cultură celulară, adăugând , ml de mediu nutritiv suport sau ser fiziologic Controlul toxicității serice Serul în diluția originală este combinat cu ser fiziologic Tuburile cu amestecuri sunt incubate la °C sau la temperatura camerei timp de - ore, ml per tub Odihnă sunt plasate patru eprubete cu culturi celulare neinfectate, adăugându-le , ml de mediu nutritiv suport (monitorizarea stării celulelor în timpul experimentului) După incubare, fiecare dintre amestecurile experimentale și de control se adaugă secvenţial în , ml la patru eprubete cu culturi celulare care conţin un mediu nutritiv suport Culturile de celule inoculate și martor sunt plasate în germosat la - °C și se verifică periodic starea celulelor la microscop În timpul unei incubații relativ scurte (săptămânale), mediul nutritiv nu poate fi schimbat; la o incubație mai lungă, mediul nutritiv este înlocuit cu unul proaspăt Odată cu dezvoltarea degenerării celulare specifice în culturile martor infectate cu virus fără adăugare de ser, rezultatele sunt înregistrate Determinați diluția maximă a serului care a neutralizat efectul citopatic al virusului în % din culturile infectate și luați-o ca titrul de anticorpi pentru fiecare dintre serurile testate Tipul de virus izolat corespunde tipului de ser imunitar, care este specific virusului izolat, adică previne dezvoltarea degenerării celulare specifice în titrul cel mai mare La stabilirea unei reacții de neutralizare în scopul diagnosticării retrospective a bolii, se utilizează a doua modificare, când se determină preliminar titrul citopatogen al tuturor tipurilor serologice de virusuri care trebuie luate în reacție pentru studiul serurilor pereche Diluțiile de două ori ale serului fiecărui pacient preparat în seria auxiliară ar trebui să fie suficiente pentru a se combina cu toate tipurile de virusuri În eprubetele fiecărui rând se adaugă volume egale de viruși la o doză de lucru de CPD de virus în , ml, în același timp, controalele necesare pentru activitatea dozelor aplicate de toate tipurile de virusuri, citotoxicitatea serurile și diluțiile lor sunt stabilite Condițiile de reacție sunt similare cu cele anterioare Semnificația etiologică a unuia dintre tipurile de virus aplicate este apreciată de prezența unei creșteri de patru ori sau mai mare a titrului de anticorpi în al doilea ser al pacientului în comparație cu primul Reacție de neutralizare ținând cont de rezultatele hemadsorbției Reacția de neutralizare a hemadsorbției se realizează în cultura celulară, utilizată atunci când se lucrează cu virusuri hemadsorbante pentru tiparea virusurilor izolate și titrarea anticorpilor în seruri pereche de pacienți În primul rând, se determină titrul de hemadsorbție al virusului, pentru care se diluează de ori virusul într-un mediu nutritiv de susținere sau fiziologic STUDII VIROLOGICE Se adaugă , ml soluție în eprubete cu culturi celulare sensibile la virus, după înlocuirea prealabilă a mediului nutritiv de creștere cu unul suport Cel puțin două godeuri sunt infectate cu fiecare diluție de virus Termenul și temperatura de incubare într-un termostat depind de condițiile optime pentru cultivarea unui anumit virus Rezultatele titrarii sunt luate în considerare utilizând reacția de hemadsorbție Pentru a face acest lucru, adăugați în toate tuburile , ml suspensie , % de eritrocite spălate sensibile la acțiunea hemaglutinantă a acestui virus in vitro Tuburile se țin - de minute la o temperatură optimă pentru manifestarea activității hemaglutinante a virusului Apoi monostratul de celule este spălat de - ori cu soluție salină și, scuturându-se ușor sau rotindu-se, este privit la o mărire mică a microscopului În timpul hemadsorbției virale, eritrocitele sunt fixate ferm pe celulele afectate de virus și formează grupuri caracteristice de tip insuliță sau sunt distribuite difuz, dar nu plutesc atunci când tubul este agitat Pe suprafața celulelor care nu conțin virusul, eritrocitele nu sunt adsorbite și plutesc liber în câmpul vizual Diluția limitativă a suspensiei virale, care a dat un rezultat pozitiv de hemadsorbție în jumătate din culturile infectate, este luată ca o unitate de hemadsorbție - TCD din virus sunt luate în experiment Serurile sunt inactivate timp de de minute la °C și se prepară diluții de două ori (de la : la : și mai departe, după cum este necesar) La diluții de două ori de ser într-un volum de , ml se adaugă un volum egal de suspensie virală care conține sau de unități de hemadsorbție ale virusului Amestecuri se păstrează - ore la temperatura camerei sau ore la °C Apoi, se adaugă , ml din fiecare amestec în două tuburi cu culturi celulare de același tip ca și la determinarea titrului de virus de absorbție a hemadului Activitatea de hemadsorbție a dozei de virus luate în experiment, combinată cu un mediu nutritiv de susținere sau soluție salină, este de asemenea controlată Eprubetele se pun într-un termostat și când apare un efect citopatic clar în culturile individuale de control infectate cu virusul, li se adaugă , ml dintr-o suspensie , % de eritrocite sensibile la efectul hemaglutinant al virusului, păstrate timp de - de minute la aceeași temperatură la care s-a determinat hemadsorbția în culturile martor și se iau în considerare rezultatele prin microscopie Când virusul este neutralizat cu anticorpi specifici, eritrocitele nu sunt adsorbite pe celulele infectate Se observă hemadsorbție pozitivă în culturile celulare cu control al activității virale, precum și în culturile infectate cu amestecuri în care virusul este neutralizat de anticorpi, parțial sau deloc neutralizat Titrul de anticorpi serici este luat ca diluție limitativă, ceea ce a neutralizat activitatea de hemadsorbție a dozei de virus luate în experiment în % din culturile de celule infectate Tipizarea virusurilor izolate și studiul serurilor pereche ale pacienților pentru diagnosticul retrospectiv al infecțiilor se efectuează în același mod ca în a doua modificare a reacției de neutralizare prin efectul citopatic REACȚIA DE INHIBIȚIE A HEMAGLUTINAȚII Testul de inhibare a hemaglutinării (HITA) este utilizat pentru a diagnostica virusurile care au capacitatea de a aglutina ovocitele Hersh Combinația antigenelor virale cu anticorpii serului imunitar duce la suprimarea acestei capacități, exprimată în întârzierea (inhibarea) fenomenului de aglutinare a eritrocitelor Cu ajutorul RTGA, se realizează titrarea materialelor care conțin virusuri, identificarea și tiparea antigenelor virale și diagnosticul serologic al infecțiilor virale Cercetare VIROLOGICĂ Pentru a stabili o reacție, utilizați: s eritrocite umane (grupa ), mamifere (cel mai adesea cobai) sau păsări (găini, gâște, porumbei), spălate de trei ori cu ser fiziologic și preparate sub formă de suspensie , - , %; antigen J - material care conține virusuri obținut din embrioni de pui infectați, culturi celulare sau animale și eliberat de particule mari prin centrifugare, sedimentare sau filtrare; anticorpi - seruri imune specifice, eliberate de inhibitori nespecifici ai hemaglutinării virale (metode de îndepărtare a inhibitorilor - vezi "Inhibitori de hemaglutinare"); J soluție salină normală sau soluție salină tamponată pH - , h- , Acesta din urmă se prepară prin dizolvarea a , g NaCl, , g NaHPO și , g KH PO în litru de apă distilată și se folosește pentru diluarea antigenelor (cu excepția arbovirusului), serurilor imune și prepararea unei suspensii de eritrocite de concentrația necesară Pentru RTGA se folosesc plăci de sticlă organică cu găuri În primul rând, antigenul este titrat într-o reacție de hemaglutinare pentru a selecta diluția de lucru necesară, care, de regulă, ar trebui să conțină unități de aglutinare (AU) în , ml de soluție salină Pentru unii antigeni virali se folosesc sau UA (virus variola, respectiv rujeola) sau UA (arbovirusuri) Antigenul este diluat cu ser fiziologic astfel încât să se obțină AU în , ml Numărul corespunzător titrului virusului de : , determinat într-un volum de , ml, se împarte la și se obține: : = , adică antigenul trebuie diluat de de ori Diluția de lucru a antigenului preparat pentru RTGA este controlată suplimentar pentru a se asigura că acesta conține AU în , ml Pentru a face acest lucru, utilizați două rânduri de patru găuri Se toarnă , ml de soluție salină în al doilea, al treilea și al patrulea godeu din primul și al doilea rând, iar , ml se toarnă în primul godeu al celui de-al doilea rând , ml din diluția de lucru a antigenului se introduc în primul și al doilea godeu din primul rând și în primul godeu din al doilea rând Se titrează în primul rând, începând de la al doilea godeu al rândului, prin transferul a , ml de soluție amestecată în godeul următor; Se scot , ml din ultimul godeu În primul godeu din al doilea rând se amestecă amestecul de antigen și soluție salină, se îndepărtează , ml din amestec și se titrage antigenul, ca în primul rând Apoi, la toate celulele se adaugă , ml de soluție salină fiziologică și , ml de suspensie % de eritrocite În alte patru godeuri din al treilea rând pentru a controla eritrocitele, adăugați , ml de soluție salină și , ml de suspensie de eritrocite Plăcile sunt agitate și lăsate la temperatura camerei până când eritrocitele se depun în godeurile de control După o diluție de lucru pregătită corespunzător a antigenului în primul, al doilea și al treilea godeu din primul rând, care conține , și, respectiv, AU, precum și în primul și al doilea godeu din al doilea rând, conținând și , AU, respectiv, trebuie observată aglutinarea eritrocitară În godeurile rămase, aglutinarea poate fi nesemnificativă sau complet absentă Dacă natura aglutinării în godeuri este diferită, este necesar să se facă ajustări la diluția de lucru a antigenului prin adăugarea cantității necesare de antigen sau soluție salină și retitrarea diluției rezultate Inhibitori de hemaglutinare Inhibitorii termolabili și termostabili nespecifici ai aglutinarii au capacitatea de a se combina cu virusurile și de a inhiba aglutinarea eritrocitelor Inhibitorii de aglutinare se gasesc in serurile umane si STUDII VIROLOGICE animale sau apar în timpul depozitării pe termen lung a serurilor în stare lichidă la rece Inhibitorii labili la căldură sunt eliberați prin încălzirea serurilor timp de de minute la °C sau de minute la °C (în același timp, pentru a evita posibila coagulare, serul întreg este diluat cu soluție salină : înainte de inactivare) Pentru eliminarea inhibitorilor termostabili, se folosesc metode de tratare a serurilor cu dioxid de carbon, periodat de potasiu, caolin și eritrocite, filtrat Vibrio cholerae Tratament cu ser cu dioxid de carbon De obicei, serurile antigripală sunt supuse unui astfel de tratament Zerul integral se diluează cu apă distilată : și se trece dioxid de carbon prin el timp de - minute până la turbiditate intensă În loc de acid gazos, se poate folosi gheață carbonică, care este scufundată în bucăți mici în apă distilată timp de minute, iar apoi serurile sunt diluate : cu această apă saturată cu dioxid de carbon Serul prelucrat și tulbure este eliberat de fulgii de proteine rezultate care conțin inhibitori nespecifici prin centrifugare la rpm timp de minute Supernatantul este aspirat și se adaugă / volum de soluție de NaCI , % pentru a restabili concentrația izotonică de clorură de sodiu în ser Serul tratat în acest fel nu trebuie încălzit, deoarece este deja lipsit de inhibitori atât termostabili, cât și germlabili, în timp ce titrul de anticorpi specifici practic nu scade Tratamentul serurilor cu periodat de potasiu (KU ) De obicei, această metodă de prelucrare este utilizată pentru serurile antigripală Se prepară o soluție de KIO , M în apă distilată Se adaugă , g de KIO la ml de apă distilată și se încălzește pentru o dizolvare mai bună într-o baie de apă la - °C timp de - minute Soluția preparată poate fi păstrată timp de luni la °C Pentru a îndepărta precipitatul format când stă la rece, soluția de periodat de potasiu este reîncălzită într-o baie de apă Serurile nediluate sunt mai întâi încălzite la °C timp de de minute și apoi amestecat cu o soluție de periodat capium în volume egale și lăsat la contact timp de ore la temperatura camerei Pentru a neutraliza activitatea periodatului, la amestec se adaugă soluție de glucoză % într-un raport de : Cu RTGA, trebuie avut în vedere că diluția serului după tratament corespunde cu : Tratamentul serurilor cu caolin și eritrocite Metoda este utilizată pentru tratarea serurilor de rujeolă, rubeolă și parainfluenza La , ml de ser se adaugă , ml de ser fiziologic și ml de suspensie % de caolin în soluție salină Amestecul este menţinut timp de de minute la temperatura camerei, agitând ocazional, şi centrifugat la rpm timp de minute Se aspiră ser și se adaugă , ml dintr-o suspensie % de eritrocite pentru fiecare mililitru Amestecul se menține oră la °C, eritrocitele sunt precipitate prin centrifugare la rpm timp de minute, serul este considerat diluat : RTGA Reacția este utilizată pentru a determina titrul de anticorpi în serurile pacienților (pe baza unui virus cunoscut) sau pentru a determina tipul sau tipul de virus (pe baza unui ser cunoscut) Diluțiile de două ori ale serurilor de testat din serurile imunitare bolnave sau specifice tipului sunt preparate în soluție salină fiziologică de la : la : și mai mult (dacă este de așteptat un titru de anticorpi mai mare) și turnate în godeuri de , ml dintr-un panou din plexiglas În fiecare godeu se adaugă , ml din diluția de lucru a antigenului care conține AU Cercetare VIROLOGICĂ Trei comenzi sunt plasate simultan: ѵ' controlul eritrocitelor, pentru care se adaugă , ml suspensie de eritrocite utilizată la , ml soluție salină; J controlul serului utilizat pentru capacitatea de aglutinare a eritrocitelor - la , ml de diluție inițială a serului se adaugă , ml soluție salină și , ml suspensie de eritrocite; controlul specificității antigenului (pentru diagnosticul retrospectiv al infecțiilor) cu ser imun standard - , ml de diluție de antigen de lucru și , ml de suspensie de eritrocitare se adaugă la , ml de ser imun la o diluție de : În plus, controlul titrului diluției de lucru a antigenului este stabilit, așa cum este descris mai sus Panourile sunt agitate, incubate timp de min- ore la temperatura camerei și se adaugă , ml de suspensie , - , % de eritrocite utilizată pentru determinarea titrului de hemaglutinare al antigenului Panourile sunt agitate din nou și lăsate până când eritrocitele se depun în godeurile de control la temperatura la care a fost evaluat titrul de hemaglutinare al antigenului Dacă serul folosit provoacă aglutinarea eritrocitară, se tratează cu una dintre metodele de mai sus pentru a epuiza hemaglutininele Rezultatele RTGA sunt luate în considerare de natura sedimentării eritrocitelor În diluțiile de ser care conțin o concentrație mare de anticorpi specifici, activitatea hemaglutinantă a antigenului este complet suprimată, iar eritrocitele se instalează în fundul godeului, formând un punct clar, ca în control Pe măsură ce serul este diluat, cantitatea de anticorpi din acesta scade și activitatea hemaglutinantă a antigenului este mai pronunțată: apare o "umbrelă" din lipirea globulelor roșii Pentru titrul de anticorpi din ser, se ia diluția limitativă, în care se observă suprimarea completă a activității hemaglutinante a antigenului Când se utilizează RTGA pentru diagnosticul serologic al infecțiilor virale, serurile pereche ale pacienților sunt titrate simultan cu mai multe antigene tipice, a căror specificitate a fost verificată anterior prin seruri specifice tipului de referință Pentru fiecare antigen se determină preliminar titrul de hemaglutinare și se prepară o diluție de lucru care conține AU în , ml Cursul reacției este similar O creștere de patru ori sau mai mare a titrului de anticorpi față de unul dintre antigenele din al doilea ser față de primul este de valoare diagnostică și indică faptul că boala a fost cauzată de un virus de acest tip serologic Când se utilizează RTGA pentru a determina tipul sau tipul de virus folosind un ser imunitar cunoscut, se prepară diluții duble de seruri specifice tipului, care sunt combinate într-un volum de , ml cu un volum egal de diluție de lucru a antigenului care conține AU Evoluția ulterioară a reacției este normală Afilierea de tip a virusului izolat se stabilește prin corespondența acestuia cu serul imun specific, care a prezentat cel mai mare titru de antigel față de acest virus REACȚIA DE HEMAGLUTINAȚIE INDIRECTĂ (PASIVĂ) Reacția de hemaglutinare indirectă (RIGA) se bazează pe faptul că, după tratamentul cu acid tanic (tanic), eritrocitele animalelor și oamenilor dobândesc capacitatea de a adsorbi molecule beta de antigene de pe suprafața lor, care sunt apoi aglutinate de seruri imune specifice sau molecule de proteine serice care se pot aglutina atunci când interacționează cu anticorpii omologi În ceea ce privește sensibilitatea și specificitatea, RIGA depășește adesea alte teste serologice, precum testul de fixare a complementului C STUDII VIROLOGICE În diagnosticul de laborator, RIGA este utilizat atât pentru determinarea și identificarea unui agent cauzal necunoscut al bolii, cât și pentru diagnosticul serologic retrospectiv prin detectarea anticorpilor în serurile pacienților perechi Metoda de stabilire a RIGA include următoarele etape principale: J prepararea unei suspensii de eritrocite tratate cu formol și tanin: prepararea antigenului și determinarea dozei sale de lucru: J sensibilizarea eritrocitelor prin antigen și stabilirea experienței principale Eritrocitele cel mai frecvent utilizate pentru reacție sunt eritrocitele de berbec, maimuță sau umane de tipul sanguin Eritrocitele formalizate sunt preferate deoarece nu lizează în prezența taninului și în timpul adsorbției antigenului Este necesar să se pregătească următoarele soluții: J soluție salină (soluție NaCl , %): Soluții tampon fosfat S (PBS) cu pH = , și , Mai întâi se prepară două soluții: , g fosfat de sodiu dibazic (Na HPO ) în litru de apă; , g de fosfat de potasiu monobazic (KH PO ) în litru de apă Aceste soluții pot fi folosite în - zile dacă sunt păstrate la frigider Imediat înainte de stabilirea reacției, se prepară soluții saline tamponate Pentru a obține o soluție cu un pH de , , la ml de soluție salină fiziologică se adaugă , ml de soluție de fosfat de sodiu dibazic și , ml de soluție de fosfat de potasiu dibazic Pentru a prepara o soluție salină cu pH = , , la ml de soluție salină se adaugă , ml de soluție de fosfat de sodiu dibazic și , ml de soluție de fosfat de potasiu dibazic Formalizarea eritrocitelor Sângele de oaie este colectat aseptic și defibrinat într-un flacon cu mărgele de sticlă Eritrocitele sunt spălate de trei ori cu soluție salină fiziologică cu pH = , și se prepară o suspensie % din precipitatul spălat La un volum de suspensie % de eritrocite se adaugă un volum de formol % (pH = , , care se stabilește folosind soluție de NaOH , N în ser fiziologic) Balonul cu amestecul se pune într-un termostat la °C timp de - ore, în timp ce primele - ore eritrocitele sunt agitate cu un agitator magnetic Apoi se spală de patru ori și se prepară o suspensie % de eritrocite în soluție salină tamponată cu pH = , La această suspensie se adaugă mertiolat de sodiu până la : Eritrocitele formalizate se toarnă în flacoane mici și se păstrează la - °C timp de luni Tratamentul eritrocitelor cu tanin O soluție de tanin în ser fiziologic cu pH = , ( : ) se prepară imediat înainte de prelucrarea eritrocitelor; taninul trebuie să aibă o solubilitate bună, trebuie păstrat într-un loc întunecat, într-un loc răcoros și uscat Din sedimentul de eritrocite spălat de trei ori cu ser fiziologic, se prepară o suspensie , % în PBS cu pH = , Se amestecă volume egale de suspensie de eritrocite și soluție de tanin proaspăt preparată și se lasă timp de minute la °C într-un termostat sau o baie de apă sau timp de de minute la temperatura camerei Apoi amestecul este centrifugat timp de - min la - rpm, supernatantul este drenat, iar sedimentul eritrocitar este spălat cu același PBS și ajustat la o concentrație inițială de , % Sensibilizarea RBC ml de suspensie de eritrocite , % tratată cu tanin se amestecă cu ml de antigen și ml de amestec tampon (pH = , ) Sensibilizarea se efectuează timp de ore la °C Apoi eritrocitele sunt spălate de două sau trei ori cu ser fiziologic prin centrifugare timp de - minute la - rpm Diluarea eritrocitelor taninizate sensibilizate pentru experimentul principal cu serul de testat se efectuează cu ser normal de iepure : (pentru a stabiliza suspensia) STUDII VIROLOGICE Test de hemaglutinare indirectă pentru detectarea nivelului de anticorpi Înainte de titrarea serurilor de testat, este necesar să se determine doza de lucru a antigenului, care, atunci când este adsorbit pe eritrocite, poate furniza titrul maxim al serului imunitar corespunzător Mai întâi, antigenul este sensibilizat, pentru care este diluat cu PBS (pH M , ) și combinat cu eritrocite diluate cu același PBS astfel încât să se obțină patru diluții diferite ale antigenului Reacția este luată în considerare conform sistemului de patru plus după ore de incubare a plăcilor la o temperatură care este optimă pentru interacțiunea ingredientelor de reacție: "++++" - reacția este pozitivă, eritrocitele sunt distribuite uniform în toată godeul plăcii sub forma unei umbrele cu margini neuniforme; "+++" - reacția este pozitivă, pe fundalul eritrocitelor lipite împreună sub formă de peliculă, în centru există un mic inel de eritrocite așezate; "++" - reacția este pozitivă, un grad mai scăzut de aglutinare cu un număr mare de eritrocite nelipite; "+" - reacția este slab pozitivă, se observă un grad foarte ușor de aglutinare, aproape toate eritrocitele se stabilesc sub forma unui disc mic; "-" - reacția este negativă, deoarece în control, acumularea de eritrocite arată ca un disc sau un buton dens Doza de lucru a antigenului este doza la care serul imunitar reacționează în reacția de hemaglutinare la "++" în cea mai mare diluție și în absența completă a hemaglutinării la controale În fiecare experiment, toate ingredientele reacției trebuie controlate În acest sens, următoarele controale sunt prevăzute în RIGA pentru a exclude reacțiile nespecifice Controlul specificității reacției Pentru a face acest lucru, reacția se pune cu ser imun evident specific, care se diluează cu ser normal de iepure ( : ) de la : la : și se toarnă în , ml în godeurile plăcilor La diluțiile de ser se adaugă , ml de eritrocite sensibilizate cu diluția de lucru a antigenului utilizat Când se iau în considerare rezultatele acestui control, reacția ar trebui să fie pozitivă Controlul stabilității și absența aglutinării spontane a eritrocitelor taninizate Se pune în două godeuri cu o suspensie de eritrocite sensibilizate și nesensibilizate în ser normal diluat În aceste godeuri, reacția ar trebui să fie negativă Titrul de anticorpi este considerată ultima diluție a serului, care determină aglutinarea eritrocitelor cu clarificarea aproape completă a supernatantului (++) COMPLEMENTAREA REACȚIEI DE LEGARE Testul de fixare a complementului (CFR) este un test de laborator in vitro destul de sensibil și este utilizat pentru a detecta anticorpi adecvați în infecțiile bacteriene și virale, precum și pentru virusurile de tip RSK este o reacție indirectă, cu două sisteme, heterologă, cu cinci componente Acesta implică două sisteme "Ag-At" cu specificitate diferită și sistemul complement Primul sistem - "Ag-At" - experimental, al doilea - "AG -AT " - indicator RSC se bazează pe faptul că atunci când Ag și Ab interacționează în sistemul experimental (serul de testat conține anticorpi omologi cu antigenul), se formează un complex specific Ar t At, care adsorb (leagă) complementul STUDII VIROLOGICE În absența afinității specifice între Ag și Ab (nu există anticorpi la antigenul corespunzător în ser), complexul Ag + Ab nu se formează și complementul rămâne liber Cu toate acestea, procesul de interacțiune a complementului cu sistemul experimental este invizibil, prin urmare, în a doua etapă, reacția este introdusă în munte, evident sistem indicator specific "AG + AT " (așa-numitul sistem hemolitic, care este un amestec de eritrocite de oaie și ser hemolitic care conține angină pectorală - hemolisine - împotriva eritrocitelor de berbec), ceea ce indică rezultatele RSC Dacă în primul sistem apare fixarea complementului (rezultat pozitiv), nu există o întârziere a hemolizei eritrocitelor din sistemul indicator Dacă adsorbția complementului nu are loc în sistemul experimental (rezultat RSC negativ), complementul este implicat în reacția dintre serul hemolitic și eritrocitele sensibile Ca urmare, în sistemul indicator apare hemoliza de intensitate diferită până la liza completă a eritrocitelor, care este estimată prin plusuri (de la unu la patru) RSK poate fi utilizat pentru a detecta anticorpi specifici în serul pacientului folosind antigene cunoscute (diagnosticarea infecțiilor virale și a afecțiunilor autoimune); pentru detectarea și identificarea în material a unui antigen specific în aceleași boli prin intermediul serului imun care conține anticorpi specifici Cu toate acestea, trebuie avut în vedere faptul că anticorpii de fixare a complementului se formează mai devreme în unele infecții și dispar mai repede decât anticorpii neutralizanți În unele cazuri, în bolile de severitate uşoară până la moderată, anticorpii de fixare a complementului nu au putut fi detectaţi deloc Următoarele materiale și ingrediente sunt necesare pentru a configura RSK: S Ag, care nu posedă anticomplementaritate și hemotoxicitate Este strict titrat si luat in doza de lucru; Am - ser imunitar eliberat de complement și lipsit de hemotoxicitate; ✓ complement luat în doză de lucru; ѵ' AP - eritrocitele de oaie spălate în soluție fiziologică și luate în experiment sub formă de suspensie , - , % în același sau într-o soluție tampon specială utilizată la lucrul cu acest tip de virus; S AT - ser hemolitic (un geritrocit) eliberat de complement; J soluție salină cu pH = , + , ; s sticlărie de laborator: pipete gradate, eprubete, cilindri, pahare sau baloane pentru diluții (utilizate numai în RSK; nu trebuie utilizate în alte scopuri); echipamente si aparatura: centrifuga, baie de apa, termostat, trepiede Înființarea RSC necesită multă muncă preliminară În ajunul experimentului principal, pregătiți ingredientele necesare pentru reacție, sticlă de laborator Ant igen Orice material care conține virusuri obținut din organele animalelor de laborator, embrioni de pui și culturi celulare infectate cu diferiți viruși poate fi utilizat ca antigen în CSC Antigenele din CSC sunt agenți virali uciși, purificați prin diferite metode și care nu posedă proprietăți anticomplementare, adică incapabili de a fixa complementul în absența serului specific Pentru a detecta anticomplementaritatea unui antigen într-un experiment preliminar, complementul este titrat în prezența acestui antigen Este permisă utilizarea unui antigen care suprimă activitatea complementului cu cel mult % STUDII VIROLOGICE Ag nu ar trebui să aibă proprietăți hemotoxice O doză dublă de antigen nu ar trebui să dea nici măcar urme de hemoliză a volumului de lucru al unei suspensii de eritrocite de oaie Antigenii din lichidele alantoide și amniotice ale embrionilor infectați sunt foarte activi și foarte specifici și nu necesită un pretratament laborios Înainte de instalarea RSC, lichidul care conține virusul este limpezit prin centrifugare și diluat : cu o soluție care este utilizată pentru a stabili un experiment cu acest tip de virus, sau cu ser fiziologic Materialul care conține virusul obținut prin cultivarea virusului în cultură celulară, după dezvoltarea celui mai pronunțat efect citopatic, este supus la triplă congelare și decongelare, limpezit prin centrifugare timp de - minute la - rpm, se utilizează supernatantul ca antigen Antigenele sunt păstrate la °C, congelate sau liofilizate Activitatea antigenelor este stabilită în experimente preliminare de titrare cu un ser specific ales ca standard Anticorp În RSK se folosesc seruri de animale și oameni (pacienți și convalescenți) Serurile pereche permit monitorizarea dinamicii titrului de anticorpi Pentru a obține ser imunitar de la un pacient, se prelevează sânge dintr-o venă într-un volum de - ml, de obicei pe stomacul gol sau la ore după masă Serul este inactivat prin încălzire la °C timp de de minute Ca urmare, complementul este distrus și se realizează stabilizarea necesară a coloizilor serici Serul inactivat se păstrează la °C timp de - zile Dacă este necesară o păstrare mai lungă ( - săptămâni), se adaugă în ser acid boric uscat % după inactivare Serurile stocate pe termen lung sunt din nou inactivate înainte de a configura RSC Serurile I-perimune care conțin anticorpi de legare a complementului se obțin prin imunizarea animalelor de laborator (cobai, șobolani albi, iepuri, capre, maimuțe etc ) după anumite scheme Nu există scheme de imunizare universal acceptate; scheme speciale sunt oferite pentru fiecare tip de virus Există o serie de puncte generale de luat în considerare atunci când se utilizează diferite seruri în CSC Una dintre dificultățile întâlnite în producerea de CSC este anticomplementaritatea serurilor, adică capacitatea de a se lega de complement în absența antigenului și, prin urmare, de a întârzia hemoliza Anticomplementaritatea se poate datora duratei de păstrare a serurilor sau unei proprietăți inerente serurilor anumitor specii de animale, cum ar fi iepurii Înainte de a stabili reacția, serurile sunt inactivate prin încălzire într-o baie de apă timp de de minute: seruri de cobai și iepure la °C, oameni și maimuțe la °C, șobolani la °C, câini la °C În ultimele două cazuri, serurile sunt diluate : sau : cu apă distilată sau soluție salină înainte de încălzire pentru a evita coagularea proteinelor Dacă, după încălzire, serurile mai păstrează proprietăți anti-complement, acestea trebuie prelucrate prin una dintre următoarele metode: 'Z congelare unică la - - °С cu îndepărtarea ulterioară a floculatului format prin centrifugare; S diluție cu complement în raport: parte de complement + părți de ser; amestecul se ține - ore la - °C și se inactivează prin încălzire; S tratament cu acid carbonic prin metoda folosită pentru îndepărtarea inhibitorilor nespecifici ai hemaglutinării, după care serurile sunt încălzite ca de obicei STUDII VIROLOGICE În serurile animalelor imunizate sau recuperate, împreună cu anticorpii specifici, se formează și anticorpi la acele țesuturi din care a fost preparată suspensia care conține virusul pentru imunizare, în special cu injecții repetate ale antigenului Acești anticorpi pot duce la rezultate fals pozitive atunci când se stabilește RSK Acest lucru poate fi evitat dacă un antigen obținut într-un țesut infectat este utilizat pentru imunizare și un antigen pentru CSC ulterioară este preparat într-un țesut heterolog Uneori este necesar să se recurgă la epuizarea serului de către țesutul normal, pentru care se adaugă % din țesut omogen omogenizat la serul diluat cu ser fiziologic (într-un raport de : ), incubat timp de ore la ° C, ore la - °C și centrifugat la rpm timp de min Restul antigenului tisular este îndepărtat prin tratament cu dioxid de carbon conform metodei descrise mai sus, iar serul rezultat este încălzit la o temperatură de °C timp de de minute Eritrocite În CSC, eritrocitele oricăror animale și oameni pot fi utilizate ca primă componentă a sistemului hemolitic Cu toate acestea, eritrocitele de berbec sunt utilizate predominant Se obțin prin perforarea venei jugulare a unui animal sănătos cu vârsta cuprinsă între și ani Sângerarea la berbeci poate fi efectuată nu mai mult de o dată la zile, până la ml, timp de - , ani, după care trebuie luate alte animale În reacție, se utilizează o suspensie de eritrocite , - , % La °C, eritrocitele pot persista - zile Pentru a stoca eritrocitele mai mult timp, acestea sunt conservate Ser hemolitic A doua componentă a sistemului hemolitic se obține prin imunizarea intravenoasă de - ori a iepurilor cu o suspensie % de eritrocite de oaie în cantitate de - ml la intervale de - zile În a -a zi după încheierea imunizării, se prelevează o cantitate mică de sânge și se verifică activitatea serului (titrul acestuia trebuie să fie de cel puțin : ) Titrul serului hemolitic se determină după cum urmează Se prepară o diluție de bază de ser : ( , ml ser + , ml ser fiziologic) și se folosește pentru a obține diluții suplimentare Într-un rând de godeuri ale plăcii, se măsoară secvenţial , ml de diluţii de ser, începând de la : ; se adaugă , ml de complement : în godeuri, apoi , ml dintr-o suspensie % de eritrocite și se adaugă , ml de ser fiziologic în fiecare godeu Amestecul de ingrediente se pune într-un termostat timp de oră la °C Pentru titrul serului hemolitic, se ia diluția acestuia, ceea ce determină hemoliza completă a eritrocitelor În reacția de fixare a complementului, serul hemolitic trebuie utilizat într-un titru de trei sau patru ori; de exemplu, dacă titrul serului obţinut este : atunci titrul său triplu corespunde unei diluții de : Utilizarea serului hemolitic într-un astfel de titru asigură funcționarea fiabilă a sistemului hemolitic, în condițiile în care reacția este una cu cinci componente Cu un titru de : și peste, se efectuează sângerarea totală Serul se încălzește la CC timp de de minute, pentru conservare se adaugă până la , % acid boric uscat, se titrează, se toarnă în fiole și se păstrează la frigider la °C În prezent, se produc preparate standard uscate de ser hemolitic anti-oaie cu un titru de : , : etc Preparatele uscate de ser hemolitic sunt diluate cu soluție salină sterilă conform instrucțiunilor și utilizate în lucrare Pentru a obține un sistem hemolitic, se amestecă volume egale de % eritrocite de berbec și ser hemolitic diluat la un titru de trei ori Se amestecă imediat înainte de adăugarea sistemului hemolitic la reacție, se face rapid, iar serul hemolitic se toarnă în suspensia de eritrocite (și nu invers) și se amestecă energic timp de ceva timp STUDII VIROLOGICE a primit suspendare Utilizați sistemul hemolitic proaspăt preparat în două zile Sursa de complement Serul de cobai este utilizat ca complement, un factor nespecific labil la căldură prezent în serul de sânge proaspăt al oamenilor, al majorității mamiferelor și păsărilor, într-o serie de reacții imunologice, deoarece complementul se găsește în sângele lor mai des și în cantitate mai mare decât la alte animale Biofabricile interne produc un preparat de complement uscat În reacția de fixare a complementului, se prelevează ser de sânge proaspăt obținut cu cel mult de ore în urmă de la - animale, masculi sau femele care nu sunt gestante Zerul poate fi păstrat congelat Pentru menținerea pe termen lung (până la luni) a complementului în serul cobailor, aceștia sunt conservați prin adăugarea a , g de acid boric și , g de sulfat de sodiu pentru fiecare ml de ser Complementul uscat (liofilizat) este activ de câțiva ani Titrarea complementului Pentru că complementul este o substanță foarte labilă sensibil la lumina soarelui; căldură etc , cu o zi înainte de fiecare setare a experimentului principal al RSC, ar trebui să fie titrat, se efectuează în același volum în care va fi efectuat experimentul principal al RSC Pentru a stabili reacția, complementul este diluat cu o soluție stoc (soluție salină sau soluție tampon specială) : și se combină succesiv cantități de complement de la , la , ml cu un interval de , ml în fiecare tub, aducând volumul total în fiecare tub dintre ele la ml În același timp, toate ingredientele incluse în reacție sunt controlate: • controlul complementului (la , ml de complement în raport de : se adaugă , ml suspensie % de eritrocite de oaie și , ml soluție stoc): • controlul eritrocitelor (la , ml suspensie % de eritrocite se adaugă , ml soluţie stoc); • controlul serului hemolitic (la , ml de ser diluat la un titru triplu se adaugă , ml suspensie eritrocitară % și , ml soluție stoc) În godeurile de control, hemoliza eritrocitelor nu trebuie să aibă loc Cea mai mică cantitate de complement care poate hemoliza eritrocitele din amestecul hemolitic utilizat este luată ca unitate de complement Unitatea de lucru completă a complementului pentru configurarea experimentului principal este cantitatea sa din a doua eprubetă cu hemoliză completă ( , ml), adică cu - % mai mult în raport cu titrul complementului, ținând cont de posibilul anti- proprietăți complementare ale antigenelor Pentru setarea CSC la rece, se folosesc , - doze complete de complement ca doză de lucru, adică , - , ml de complement diluat : sau , - , ml nediluat Apoi, calculați cantitatea de complement necesară pentru întregul experiment Dacă o doză de lucru este, de exemplu, , ml de complement nediluat și se presupune că se utilizează de godeuri în experiment, cantitatea necesară va fi de ml Deoarece ingredientele sunt luate în reacție într-un volum de , ml, vor fi necesari ml de complement diluat la de godeuri, adică încă ml de soluție stoc trebuie adăugate la volumul complementului în sine ( ml) ), în care se pune întreaga reacție Pentru o setare mai corectă a CSC, ținând cont de posibilele proprietăți anticomplementare ale antigenelor și serurilor, complementul este titrat în prezența tuturor antigenelor și serurilor utilizate Apoi se setează doza de lucru a antigenului, pentru care se toarnă , ml de diluții de antigen dublu crescător în trei rânduri de godeuri În godeurile din primul rând, adăugați , ml de ser specific într-o diluție corespunzătoare titrului său de patru ori, în godeurile din al doilea rând - , ml de normal STUDII VIROLOGICE ser în aceeași diluție (control antigen pentru specificitate) și , ml de soluție stoc se adaugă în godeurile din al treilea rând (control antigen pentru anticomplementaritate) Controlul seric (fără antigen) este plasat suplimentar În toate godeurile se adaugă , ml de complement într-un titru dublu, amestecul este plasat timp de oră într-un termostat la °C sau peste noapte la °C Sistemul hemolitic preparat imediat înainte de utilizare este preincubat timp de de minute la °C, apoi se adaugă , ml în toate godeurile, plăcile sunt plasate într-un termostat timp de de minute și rezultatele sunt luate în considerare după debutul hemolizei de eritrocite la martori Cea mai mare diluție a antigenului este luată ca unitate de antigen, ceea ce a dat o întârziere a hemolizei cu două plusuri cu ser specific tipului Ca diluție de lucru a antigenului, se folosește cea mai mică diluție a acestuia (conținând cel puțin două unități antigenice), la care reacționează cu serul specific și nu întârzie hemoliza în prezența serului normal și a soluției stoc Antigenul de control este utilizat în CSC în aceeași diluție ca și cel standard Metodologia de realizare a experimentului principal În conformitate cu obiectivele testului de fixare a complementului, în experimentul de bază este utilizat fie un antigen standard cunoscut, fie un ser standard cunoscut În funcție de aceasta, se efectuează controale pentru anticomplementaritatea și, respectiv, hemotoxicitatea serurilor testate sau diluțiile minime ale unui antigen necunoscut Schema de realizare a experimentului principal cu serul de testare: • ser în diluții de la : la : și mai mult la nevoie - , ml; • antigen în doză de lucru - , ml; • complement într-o doză de lucru - , ml; • agitare, incubare la °C timp de oră sau la ,;'C - ore; • sistem hemolitic - , ml: • agitare, termostat la °C timp de , - h până când apare hemoliză la control Rezultatele sunt luate în considerare conform sistemului de plusuri: "++++" - nu există hemoliză a eritrocitelor - supernatantul este absolut transparent, eritrocitele sunt în sediment; "+++" - hemoliza eritrocitelor este de aproximativ % - supernatantul este ușor colorat, sediment; "++" - hemoliza eritrocitelor este de % - supernatantul este colorat intens, dar precipitatul este clar vizibil; "+" - hemoliza eritrocitelor este de % - lichidul supernatant este colorat intens, sedimentul este vizibil, dar slab: "-" - hemoliza completă a eritrocitelor - o reacție negativă Titrul serului de testat este considerat a fi cea mai mare diluție a acestuia, ceea ce a provocat o întârziere a hemolizei Controalele pentru experimentul principal sunt: • controlul serului fără antigen ( , ml ser în cea mai mică diluție + , ml complement + , ml soluție stoc + , ml sistem hemolitic); • control antigen fără ser ( , ml antigen + , ml complement + , ml soluție stoc + , ml sistem hemolitic) Interacțiunea antigenului cu anticorpul se realizează fie la ° C timp de oră (metoda fierbinte), fie la - ° C timp de - ore În metoda rece de efectuare a reacției, sensibilitatea sa ridicată a fost notat Schema de realizare a experimentului principal cu antigenul testat: STUDII VIROLOGICE • ser specific tip și normal în diluții duble - , ml din fiecare diluție; • antigen în diluția inițială - , ml fiecare: • complement într-o doză de lucru - , ml; • agitare, incubare la °C timp de oră sau la °C timp de - ore; • sistem hemolitic - , ml: • agitare, termostat la °C timp de , - h până când apare hemoliză la control Controlați toate ingredientele reacției în mod similar cu experimentul anterior, condițiile de reacție sunt aceleași Rezultatele sunt evaluate în mod obișnuit Tipul de afiliere a virusului izolat este determinat de serul specific care a prezentat cel mai mare titru de anticorpi la acest virus În diagnosticul retrospectiv în RSK, serurile pereche de la pacienți cu un număr de antigene tipice și un antigen de control sunt examinate Fiecare dintre antigenii utilizați trebuie să fie pre-cercat pentru specificitate și titrat pentru a selecta o diluție de lucru Evoluția ulterioară a reacției este similară cu cea descrisă anterior, cu excepția faptului că pentru fiecare dintre antigenele tipice, este selectată diluția necesară a complementului de lucru ELISA: modificări de metodă Testul imunoabsorbant legat de enzime (ELISA) sau testul imunoabsorbant enzimatic (ELISA) este o metodă de diagnosticare clinică de laborator care detectează antigenele agenților patogeni ai bolilor infecțioase virale sau anticorpii împotriva acestora Metoda se bazează pe interacțiunea specifică antigen-anticorp și pe vizualizarea ulterioară a complexelor Ag-Ab formate folosind o reacție enzimatică, în care o enzimă conjugată cu un anticorp sau antigen transformă substratul adăugat amestecului de reacție într-un produs colorat Viteza de acumulare a produsului colorat al reacției enzimatice este proporțională cu concentrația complecșilor specifici Ar-Am și este luată în considerare cu ajutorul unui fotometru Componentele principale ale sistemelor de testare pentru ELISA sunt o fază solidă (o compoziție de antigene sau anticorpi) fixată pe un substrat, un conjugat (unul dintre cele mai comune tipuri este un anticorp cu o enzimă "atașată" covalent, cum ar fi peroxidaza de hrean sau alta peroxidază), un substrat (cromogen) și un tampon de spălare Reacția se desfășoară în godeurile plăcilor de polistiren (cel mai comun format este o placă cu de godeuri cu o dimensiune de x , deși există plăci în format de de godeuri), unde în partea de jos a fiecărei godeuri (fază solidă) ELISA) anticorpii la antigeni virali detectați sau antigeni virali sunt adsorbiți, dacă conținutul este determinat de anticorpi la acești antigeni într-o probă biologică Pe lângă formatul de tabletă al fazei solide, analizoarele automate ELISA utilizează și un format de eprubetă, în care Ab/Ag este adsorbit pe fundul unei singure eprubete în care are loc reacția sau pe suprafața unui polistiren bilă introdusă în tubul de reacție Această abordare este convenabilă deoarece vă permite să studiați un singur eșantion În plus, aria suprafeței unei sfere este de patru ori mai mare decât aria unui cerc de același diametru; prin urmare, cu aceleași dimensiuni liniare, de patru ori mai mult Am/Ar poate fi adsorbit pe faza solidă, ceea ce măreşte sensibilitatea analizei ELISA constă din mai multe etape În prima etapă, serurile de testat sunt incubate cu antigene preabsorbite pe faza solidă (fundul și pereții vasului de reacție) (dacă se determină prezența anticorpilor la proteinele virale în ser) Anticorpii nelegați și alte componente ale serului sunt îndepărtați STUDII VIROLOGICE spălare cu o soluție tampon, iar complecșii Ag-At formați rămân în volumul de reacție În a doua etapă, se adaugă anti-Ab conjugați cu enzime specifice împotriva IgG umane (dacă sunt determinate IgG-Abs, este posibil să se determine IgM-, IgA-, respectiv IgE-Abs) Conjugatul nelegat este, de asemenea, îndepărtat prin spălare Se adaugă un substrat pentru a dezvălui complexele formate Ca rezultat al activității peroxidazei, substratul se descompune pentru a forma un produs colorat Reacția colorimetrică este oprită prin adăugarea unei soluții de acid Soluția colorată este fotometrată Dezvoltarea ulterioară a metodei ELISA a condus la apariția unui număr de modificări ale acesteia Varietățile de sisteme de testare utilizate în diagnosticarea de laborator a bolilor virale infecțioase pot fi împărțite după cum urmează: • conform schemei de execuție a cercetării: ❖ ELISA indirectă, "sandwich" -IFA; ❖ ELISA competitivă; • pentru faza solidă absorbită: ❖ anticorpi (de exemplu, pentru detectarea Ag HBS); ❖ antigenic (de exemplu, pentru detectarea HBS Ab); combinate (de exemplu, pentru detectarea simultană a antigenului p și a anticorpilor la HIV); • după tipul de antigen adsorbit: ❖ lizat (lizatul viral din cultura celulară este adsorbit pe faza solidă); ❖ recombinant (se folosesc proteine recombinante modificate genetic sau fragmente de proteine virale); <> peptidă (se absorb epitopii sintetici ai antigenelor virale); • după specificul conjugatului: o- policlonal (reacționează cu anticorpi de toate tipurile IgM, IgG, IgA); ❖ monoclonal (reacționează doar cu un singur tip de anticorp); • după format în fază solidă: > tableta: eprubetă (pentru analizoare automate ELISA) În plus, ar trebui să menționăm separat astfel de tipuri de determinare imunologică calitativă și cantitativă a antigenelor și anticorpilor virusurilor precum analiza imunochemiluminiscentă (ICLA) și analiza imunoelectrochemiluminiscentă (IECL) Ambele metode sunt, de asemenea, apropiate de ELISA deoarece se bazează pe același principiu de interacțiune între un antigen și un anticorp folosind o fază solidă Principala diferență constă în înlocuirea reacției enzimatice (pentru vizualizarea complexelor Ag-At) cu o etichetă luminiscentă, care crește semnificativ sensibilitatea metodei și reduce probabilitatea de a obține rezultate fals pozitive datorită scăderii cantității de conjugat în volumul de reacție Metoda ELISA directă (Fig - ) este utilizată în studiile imunohistochimice (de exemplu, la detectarea antigenelor virusului hepatitei B în biontat hepatic) ELISA directă necesită un substrat special care oferă un produs colorat insolubil ELISA indirectă și ELISA "sandwich" sunt principalele variante ale metodei în diagnosticul bolilor virale infecțioase Capacitățile metodei fac posibilă determinarea atât a antigenelor particulelor virale (de exemplu, HBS Ag) cât și a anticorpilor împotriva acestora (vezi Fig - ) Principala diferență constă în compoziția fazei solide: pentru detectarea anticorpilor la proteinele virale, Ag al virusului este adsorbit pe substrat, pentru detectarea antigenelor virale se folosesc Abs monoclonali STUDII VIROLOGICE ELISA directă substrat ELISA indirectă (detecția Ab) Orez - Principalele variante ale imunotestului enzimatic substrat ELISA indirect (detecția Ag) Sandwich ELISA Compoziția fazei solide ELISA a suferit modificări semnificative pe măsură ce au fost dezvoltate noi teste Evoluția ELISA este asociată cu metodele de obținere a Ag virale: Ag lizat au fost utilizate în sistemele de testare de prima generație II - recombinant, III - peptidă Antigenele lizate au fost obținute din culturi celulare infectate cu virus Particulele de virus au fost acumulate, izolate, purificate și inactivate Suspensia a fost inactivată și aplicată pe substratul godeului Astfel de sisteme de testare au sensibilitate și specificitate scăzute; astăzi sunt utilizate în principal în laboratoarele de cercetare Odată cu dezvoltarea tehnologiilor de inginerie genetică pentru clonarea moleculară, s-au răspândit sistemele de testare recombinantă, în care gena proteinei virusului care trebuie determinată este inserată în genomul unei celule bacteriene (cel mai adesea E coti), ceea ce face posibilă pentru a sintetiza proteine recombinante în aproape orice cantitate O astfel de abordare a făcut imediat disponibilă metoda ELISA atât din punct de vedere al producției de sisteme de testare, cât și din punct de vedere al economiei Sistemele recombinante sunt mai sensibile decât sistemele lizate, deoarece este posibil să se obțină cantități semnificative de Ag pentru aplicarea pe un substrat Specificitatea crește, de asemenea, deoarece nu un amestec de proteine virale lizate este aplicat fazei solide, ci o singură proteină sau o parte a acesteia Principala dificultate tehnologică este asociată cu necesitatea de a purifica proteina recombinată din proteinele bacteriene, mai ales dacă clonarea este efectuată în E coli Chiar și cel mai mic amestec de proteine bacteriene poate duce la rezultate fals pozitive, deoarece anticorpii la proteinele Escherichia se găsesc în serul sanguin al majorității oamenilor Obținerea de antigene mai specifice este posibilă prin utilizarea vectorilor baculovirus cultivați în culturi de celule de insecte, ceea ce reduce semnificativ probabilitatea reacțiilor încrucișate Cele mai specifice sunt antigenele sintetice obținute prin sinteza chimică a lanțurilor polipeptidice Avantajul sistemelor de testare bazate pe peptide sintetice este posibilitatea de a crea o compoziție de mai multe peptide la diferiți epitopi imunodominanți ai unui antigen sau mai multor antigeni de genotipuri diferite de virus Această abordare face posibilă detectarea anticorpilor la proteinele virale ale diferitelor variante ale virusului (de exemplu, la diferite genotipuri ale virusului hepatitei C) În plus, peptidele sintetice nu conțin impurități care pot duce la rezultate ELISA fals pozitive despre STUDII VIROLOGICE Pentru a reduce perioada "fereastră" serologică, care este deosebit de importantă pentru detectarea cât mai timpurie posibilă a faptului de infectare cu astfel de infecții semnificative din punct de vedere social, cum ar fi HIV sau hepatita C, au fost dezvoltate sisteme de testare combinate de generația IV Faza solidă a sistemelor de testare combinate constă nu numai din proteine virale de suprafață antigen sintetic, ci și din anticorpi monoclonali la proteinele virale timpurii adsorbite pe substrat care circulă în ser înainte de formarea Abs diagnostic în timpul "fereastră" serologică (Ag p în HIV, Ag de bază în VHC etc ), ceea ce reduce și mai mult timpul de identificare a indivizilor infectați De exemplu, pentru sistemele de testare ELISA cu lizat, perioada "fereastră" serologică pentru infecția cu VHC a fost de aproximativ de zile, pentru cele recombinate a fost de de zile, pentru cele sintetice a fost de de zile, iar sistemele de testare imunochemiluminiscente combinate pot stabili în mod fiabil fapt de infectare după de zile Separat, merită menționate sistemele de testare pentru determinarea anticorpilor din clasa IgM la Ag de particule virale Una dintre problemele esențiale ale diagnosticului ELISA a bolilor infecțioase virale este determinarea specifică și fiabilă a anticorpilor IgM ca markeri ai infecției precoce Din păcate, la determinarea IgM-Ab, frecvența rezultatelor fals pozitive este mare Această problemă este deosebit de relevantă în diagnosticul IUI (rubeolă, citomegalie, herpes, parvovirus B ) la femeile însărcinate și la bolnavii de cancer Motivul fiabilității și specificității scăzute a detectării IgM-Abs este următorul: IgM-Abs au o aviditate mai mică în comparație cu IgG-Abs (competiție pentru locurile de legare pe faza solidă, ducând la rezultate fals negative), reacții încrucișate în prezența factorului reumatoid, a autoanticorpilor heterofili etc Pentru determinarea specifică și fiabilă a IgM-Abs, conform recomandărilor OMS și CDC ar trebui utilizate sisteme de testare cu așa-numita captură IgM (IgM-capfure sau p-capture) Principala diferență dintre aceste sisteme de testare este compoziția fazei solide, pe care nu se sorb Ag, față de care se determină anticorpi IgM, ci anti-IgM-Ar (anti-c-Ab) De aceea, cu o determinare mai specifică a IgM-Abs, întreaga fracție IgM-Abs este mai întâi legată de substratul în fază solidă și numai apoi anticorpii IgM împotriva antigenului care se determină sunt detectați în mod specific Următoarea componentă importantă a ELISA este conjugatul Cel mai comun tip de conjugat utilizat pe scară largă în sistemele de testare pentru detectarea anticorpilor la antigenele particulelor virale sunt anti-Abs, adică anticorpii împotriva Abs detectabili Anti-Ab sunt de obicei specifice speciei (de exemplu, IgG murină versus umană) și sunt direcționate către fragmentul Fc al Abs care este detectat La rândul său, o enzimă din familia peroxidazelor (mai des peroxidaza de hrean) este "cusută" covalent la anti-Ab Pot fi utilizate și alte proteine foarte avide, cum ar fi conjugații avidină-biotină sau streptavidină-biotină Ultima opțiune este de preferat, deoarece vă permite să creșteți semnificativ sensibilitatea sistemului de testare Spre deosebire de conjugatul At-peroxidază, complexul streptavidină-biotină are nu una, ci trei molecule de enzime per anticorp marcat legat, ceea ce îmbunătățește semnificativ semnalul specific și, ca urmare, crește sensibilitatea sistemului de testare pentru ELISA Conjugatele moderne sunt foarte stabile în mediu și foarte active Este necesar să se evite cu atenție contaminarea zonei de lucru cu conjugatul atunci când se efectuează ELISA, deoarece chiar și urme din acesta care au căzut în reacție pot duce la rezultate fals pozitive Următoarea componentă a sistemelor de testare ELISA este substratul necesar pentru dezvoltarea culorii soluției de reacție Inițial, în aceste scopuri s-a folosit OPD (ortofenilendiamină), care a fost transformat într-un produs colorat sub acțiunea conjugatului peroxidază Intensitatea colorării a fost măsurată la STUDII VIROLOGICE lungime de undă fotometru nm Deoarece OPD este un substrat instabil și foarte toxic cu un potențial cancerigen, ELISA-urile moderne folosesc ca substrat TMB ( , ', , '-tetrametilbenzidină) Sub acțiunea peroxidazei, TMB formează un produs albastru în soluție Când reacția este oprită cu un acid, produsul de reacție se hidrolizează cu dezvoltarea unei culori galbene cu o absorbție maximă de nm Intensitatea colorării este direct proporțională cu cantitatea de complexe Ag-At Testele chemiluminiscente (CLIA) și electrochemiluminiscente (IECL), spre deosebire de testele imunosorbente legate de enzime, nu au nevoie de un substrat, deoarece nu o reacție colorimetrică, ci o reacție luminiscentă este utilizată pentru a detecta complexele Ag-At formate În loc de complexul anti-enzima At, complexul anti-At-fosfor servește ca conjugat Acest complex poate fi destul de complex și include anticorpi conjugați, de exemplu, cu complexul de ruteniu "diclorură de ruteniu-tris( , 'bipiridil)", capabil să emită unde luminoase cu o lungime de undă strict definită ( m) atunci când este un impuls electric trecut printr-o soluție sau la iradiere Deoarece există un foton de lumină emisă pe foton de lumină absorbită de complexul de ruteniu, numărul de impulsuri de lumină detectate în IECLA este direct proporțional cu numărul de anticorpi legați, ceea ce face posibilă păstrarea o relatare mult mai exactă a anti-Ab legat În plus, detecția luminiscentă depășește semnificativ detectarea colorimetrică în sensibilitate, ceea ce crește suplimentar sensibilitatea metodei Măsurarea luminii emise de complexul imunitar facilitează cuantificarea intensității luminiscenței Avantajele semnificative ale acestor metode includ o cantitate mai mică de conjugat în comparație cu versiunea clasică a analizei, ceea ce reduce probabilitatea unui rezultat fals pozitiv Având în vedere că intensitatea colorării soluției din godeul plăcii pentru ELISA este direct proporțională cu numărul de complexe Ag-At formate, este posibil să se studieze materialul biologic prin ELISA atât în formă calitativă cât și cantitativă ELISA calitativ vă permite să stabiliți prezența sau absența analitului analizat (de exemplu, HBsAg) în material Cu ajutorul unei variante cantitative ELISA, se determină nu numai faptul prezenței sau absenței unui analit în material, ci se estimează și cantitatea acestuia Pentru unii markeri ai infecțiilor virale este suficientă o determinare calitativă, de exemplu, la stabilirea faptului de infecție (anticorpi la HIV sau anticorpi anti-HCV), în alte cazuri este recomandabil să se efectueze un ELISA cantitativ (de exemplu, determinarea intensitatea imunitatii post-vaccinare impotriva hepatitei B - anti-HBs-Ab sau rubeola - anti-Rubeola IgG-Ab) ELISA cantitativ necesită măsurarea calibratorilor pre-caracterizat (controale cu valori certificate ale analiților) în aceeași cursă ca și măsurarea materialului de testat Valorile certificate obținute ale analitului sunt utilizate pentru a construi o curbă de calibrare, care poate fi utilizată pentru a calcula conținutul analitului analizat din probă Când se efectuează ELISA în modul manual, curba de calibrare este construită pe hârtie grafică specială sau folosind programe de calculator Când lucrați la un analizor ELISA, această funcție este realizată de software-ul care controlează analizorul Este posibil să se determine în mod fiabil cantitatea unui analit prin ELISA numai în acele limite liniare care sunt indicate în instrucțiunile pentru sistemul de testare și stabilite de producător Extrapolarea datelor dincolo de limitele de măsurare liniare specificate în instrucțiunile pentru sistemul de testare nu este permisă STUDII VIROLOGICE Efectuarea ELISA în timpul studiilor virusologice necesită respectarea cu atenție a condițiilor de lucru de înaltă calitate, a normelor și regulilor sanitare relevante, a documentelor de reglementare actuale, precum și a instrucțiunilor producătorului pentru sistemul de testare Aceste documente și instrucțiuni de reglementare nu definesc doar cerințele de bază pentru efectuarea cercetărilor prin ELISA dar reglementează și algoritmii și măsurile de cercetare pentru controlul calității intralaborator Conform principalelor recomandări metodologice pentru efectuarea ELISA stabiliți în manuale interne și străine, publicații de specialitate, parametrii critici care afectează rezultatul final includ procesul de pregătire a probei, echipamentele și instrumentele de laborator, calitatea consumabilelor, cultura muncii de laborator, condițiile de mediu în incinta în care se efectuează analiza efectuate, etc De exemplu, la prelevare de probe, serurile hemolizate sau hiperlipidemice trebuie evitate deoarece pot da rezultate fals pozitive Nu reutilizați vârfurile atunci când colectați sau diluați serurile în timpul pregătirii probei, utilizați pipete de sticlă etc Dacă este necesară pre-diluarea serurilor, tableta suplimentară trebuie utilizată o singură dată O atenție deosebită trebuie acordată acurateței pipetelor automate (eroarea nu trebuie să depășească %, inclusiv prin canalele unei pipete multicanal), curățeniei și funcționării stabile a spălătoarelor automate (volumul de lichide distribuit prin diferite canale de spălare ar trebui, de asemenea, nu depășește %) Este necesar să se verifice periodic temperatura reală în termostatele pentru incubație și frigiderele în care sunt depozitate Gest-sigs În aceste scopuri, în interiorul echipamentului este plasat un termometru separat și se păstrează un jurnal de control al temperaturii în termostat (frigider) Pentru acuratețea măsurătorilor densității optice, este necesar să verificați periodic spectrofotometrele cu plat, să înlocuiți sursa de lumină în timp util și să vă asigurați că eroarea de măsurare pentru diferite canale nu depășește % (eroarea optimă este de %) Densitatea optică se măsoară pe un spectrofotometru cu o lampă încălzită timp de cel puțin de minute Dintre consumabilele și echipamentele auxiliare pentru prepararea soluțiilor de conjugat și substrat, trebuie utilizate recipiente de sticlă special alocate și etichetate Ele nu pot fi folosite în alte scopuri Reutilizarea vârfurilor de plastic pentru pipetele automate este exclusă Este necesar să se controleze cu atenție calitatea apei distilate în laborator Apa distilată cu un pH de , + , și o conductivitate specifică de cel mult µSim/cm este considerată normală Calitatea apei este deosebit de importantă atunci când se lucrează cu analizoare automate ELISA Pentru unele modele de analizoare, calitatea apei obținute în distilatoarele standard de distilare poate fi insuficientă, caz în care se recomandă instalarea unui sistem de preparare a speciilor folosind sisteme suplimentare de purificare a apei Când configurați un ELISA, asigurați-vă că urmați instrucțiunile pentru sistemul de testare Utilizaţi întotdeauna reactivi din acelaşi ■ lot sau lot Toți reactivii trebuie să fie la temperatura camerei ( - °C), prin urmare, la depozitarea truselor de diagnosticare în frigider, componentele necesare trebuie mai întâi aduse la temperatura recomandată La efectuarea analizei, nu atingeți cu mâinile fundul plăcii și fundul și peretele godeurilor cu vârful pipetei Trebuie avut grijă să spălați bine și uniform toate godeurile plăcii, în special după incubarea cu conjuga Când lucrați cu soluții de substrat, trebuie reținut că cromogenii utilizați în ELISA sunt fotosensibili și au o durată lungă de timp STUDII VIROLOGICE expunerea la lumină poate duce la degradarea necontrolată a substratului Adăugarea unui reactiv de oprire (cel mai adesea, o soluție de acid sulfuric sau clorhidric) nu oprește complet procesul de oxidare, astfel încât incubarea pe termen lung chiar și a unui ELISA "oprit" poate distorsiona rezultatele analizei Luând în considerare rezultatele spectrofotometriei, gradul de colorare și starea godeurilor fotometrice sunt întotdeauna controlate vizual și comparate cu rezultatele măsurătorilor Acest lucru va ajuta la evitarea rezultatelor denaturate atunci când apar artefacte de analiză, cum ar fi bule de aer în puț sau obiecte străine în puț Nu atingeți partea inferioară a plăcii, deoarece chiar și cele mai mici semne ale mâinii pot afecta rezultatele măsurătorii și pot crește valorile OD Atunci când se analizează rezultatele, acestea sunt ghidate de criteriile stabilite în instrucțiunile pentru sistemul de testare și interpretează rezultatele în conformitate cu acestea Ținând cont de erorile introduse de instrumentele de măsură (pipete și spectrofotometru), % din valoarea critică a DO (cut-off) este considerată limitele zonei gri Toate rezultatele care intră în zona gri ar trebui considerate îndoielnice și supuse reexaminării Respectarea regulilor de mai sus vă va permite să obțineți rezultate fiabile și de încredere în studiul materialului biologic pentru markerii infecțiilor virale METODE BIOLOGICE MOLECULARE Introducerea metodelor de biologie moleculară în practica diagnosticului de zi cu zi în anii Secolului - unul dintre cele mai revoluționare evenimente în diagnosticul clinic de laborator, comparabil ca importanță doar cu introducerea pe scară largă a ELISA în diagnosticul serologic cu un deceniu mai devreme Dezvoltarea rapidă a biologiei moleculare la începutul secolelor și a făcut posibilă nu numai punerea la dispoziție a acestor metode pentru majoritatea secțiunilor de diagnosticare clinică de laborator, ci și includerea lor în majoritatea algoritmilor de diagnosticare a bolilor infecțioase virale Cu ajutorul metodelor biologice moleculare, este posibilă identificarea agenților infecțioși, determinarea cantității acestora în fluidele biologice (celule ale corpului), diagnosticul diferențial al variantelor genetice ale agenților patogeni, luarea unei decizii cu privire la începerea terapiei antivirale, selectarea optimă regimul de terapie, monitorizarea eficacității terapiei, identificarea mutațiilor în rezistența la medicamentele antivirale și așa mai departe Metodele biologice moleculare includ toate metodele de diagnosticare clinică de laborator utilizate pentru identificarea agenților patogeni ai bolilor infecțioase virale, determinarea secvențelor de nucleotide specifice ale acizilor nucleici (ADN/ARN) ale agenților patogeni După cum rezultă din definiție, toate metodele biologice moleculare sunt metode de detectare directă a agenților patogeni, adică un rezultat pozitiv al studiilor biologice moleculare indică identificarea agentului patogen în sine și nu urme ale contactului acestuia cu sistemul imunitar al organismului Toate metodele biologice moleculare se bazează pe capacitatea moleculelor de acid nucleic dublu catenar de a lega reciprocă complementară A doua caracteristică a acizilor nucleici este posibilitatea sintezei ADN/ARN în condiții in vitro pentru un număr aproape nelimitat de ori Prima trăsătură face posibilă identificarea specifică a materialului genetic inerent doar organismului care se determină și nu altul; a doua caracteristică este de a amplifica un situs de acid nucleic specific pentru un anumit tip de agent patogen într-o cantitate suficientă pentru hardware (de exemplu, pentru STUDII VIROLOGICE Detectare PCR în timp real) sau vizuală (pentru versiunea electroforetică a PCR) Metodele biologice moleculare constau în general în trei etape principale: ■S izolarea unui preparat de acid nucleic dintr-o probă biologică; J efectuează cercetări; J detectarea rezultatelor și interpretarea acestora Tehnologiile moderne fac posibilă simplificarea și automatizarea semnificativă a primei etape a studiului care necesită cel mai mult timp, asociată cu izolarea preparatului total de acid nucleic Din păcate, această etapă critică a analizei este automatizată mult mai lent decât etapa de realizare a studiului (cea mai automatizată în acest moment) sau etapa de detectare și interpretare a rezultatelor Evoluția sistemelor de extracție ADN/ARN se desfășoară în două moduri: J simplificarea metodelor de extracție a acidului nucleic prin reducerea numărului de operații, apariția unor sisteme de extracție rapidă ("express") a acizilor nucleici, creșterea eficienței izolării și purității acizilor nucleici; J apariția stațiilor automate de extracție a acizilor nucleici cu posibilitatea unor protocoale de extracție personalizate Aceste procese se desfășoară în paralel, dar trebuie menționat că introducerea sistemelor automate de extracție a acidului nucleic este considerată mai promițătoare, ceea ce crește semnificativ productivitatea laboratorului și calitatea cercetării la material De exemplu, pentru PCR cu amplificarea fragmentelor lungi de acid nucleic ale unui virus, este de preferat să se utilizeze o opțiune mai blândă pentru izolarea unui preparat total de acizi nucleici, deoarece în astfel de condiții se obțin mai mulți acizi nucleici cu greutate moleculară mare Pentru majoritatea metodelor biologice moleculare sunt suficiente metode de extracție a acidului nucleic relativ simple Următoarele metode de izolare sunt cele mai utilizate: izotiocianatul de guanidină cu sorbție pe silicagel și utilizarea detergenților cu sărarea ADN/ARN dintr-o soluție apoasă în prezență de etanol sau izopropanol De obicei, nu se folosesc metode suplimentare de purificare sau fracționare a medicamentului și se ia un preparat total de ARN/ADN pentru studiu Cel mai adesea în diagnosticul de laborator al bolilor virale infecțioase se practică două abordări; metode de hibridizare moleculară și metode de amplificare a acizilor nucleici Metodele de hibridizare includ: v' hibridizare în soluţie sau pe un suport solid; v' hibridizare in situ (ISH, FISH); Metoda S a ADN-ului ramificat (brwick DNA) Metode de amplificare a acidului nucleic: J reacția în lanț a polimerazei (PCR); reacția în lanț a ligazei (LCR); replicarea secvenței spontane ( SR); J amplificare mediată de transcripție (TMA); amplificare cu deplasare a firelor Vx (SDA); reacție de amplificare transcripțională (NASBA) STUDII VIROLOGICE Metode biologice moleculare de hibridizare Detectarea hibridizării acizilor nucleici ai particulelor virale se bazează pe capacitatea sondelor sintetice de a se lega de regiuni omoloage ale acizilor nucleici ai virusului, după care se determină hibrizii sondă-acid nucleic rezultați De-a lungul timpului care a trecut de la introducerea metodelor de hibridizare a cercetării în biologia moleculară (în anii ), acestea au primit o dezvoltare semnificativă atât din punct de vedere tehnic, cât și din punct de vedere metodologic Multe dintre metodele de hibridizare și-au pierdut semnificația sau au devenit parte a altor metode metodic mai avansate de diagnosticare clinică de laborator De exemplu, hibrizii "sondă-țintă" într-un laborator modern de diagnosticare sunt detectați fie utilizând hibridizare-imunotest enzimatic, fie printr-o metodă imunochimioluminiscentă mai sensibilă și mai promițătoare Metoda de hibridizare poate fi utilizată pentru a examina atât materialul celular (frotiu, răzuire), cât și fluidele biologice (plasmă sanguină, material seminal, LCR etc ) Complexele moleculare "sondă-țintă" se formează în timpul reacției de hibridizare, în care moleculele de acid nucleic sunt mai întâi supuse denaturarii termice, urmată de răcire la temperatura de formare a legăturilor complementare (hibrizi) între lanțurile de acid nucleic În prima etapă, din probă se izolează un preparat total de acizi nucleici La volumul de reacție se adaugă un preparat total de acizi nucleici izolați din probă și sonde sintetice complementare unei anumite regiuni a genomului patogenului (Fig - , vezi insertul color) Amestecul este denaturat prin încălzire la °C și răcire pentru a forma hibrizi sondă-țintă Hibrizii sunt captati adsorbiti pe faza solida a Ab Moleculele care nu s-au legat de sonde sunt îndepărtate prin spălare, iar Ab este adăugat la volumul de reacție la acizii nucleici dublu catenar (sondele pot fi atât ARN, cât și ADN), care acționează ca un conjugat O tehnologie similară pentru captarea hibrizilor "probe-NK" (hibrid-capture) este utilizată, de exemplu, pentru detectarea acizilor nucleici ai agenților infecțioși precum HIV sau HPV cu risc carcinogen ridicat Practicând această abordare, un număr semnificativ de probe poate fi analizat destul de rapid, deoarece analiza în fază lichidă vă permite să automatizați procesul și să îl aduceți pe placă sau alt format de înaltă performanță În cazul unui studiu de hibridizare pe faza solidă, unul dintre componentele de reacție (sondă) este sorbită pe suprafața volumului de reacție (Fig - ) Cea mai comună fază solidă este o membrană de nitroceluloză sau nailon sau suprafața unui godeu de placă Într-una dintre variantele metodei, în primul rând, se efectuează o reacție de hibridizare cu formarea unui hibrid "sonda -țintă", apoi sonda este adăugată la amestecul de reacție, care este complementar cu situsul țintă vecin și are o anumită etichetă (enzimatică sau fluorescentă) După aceea, complexele formate "sondă -țintă-sondă " sunt detectate Această schemă de analiză se numește "sandwich"-hibridare prin analogie cu "sandwich"-ELISA Această metodă de analiză, cu unele modificări, este utilizată mai ales în stadiul de detectare a produselor PCR, în studiul prin PCR cu hibridizare-detecție imunoenzimatică Diferența dintre această metodă și hibridizarea "sandwich" constă în utilizarea sondei nemarcate în stadiul de detectare a complexului "sondă -țintă", dar anticorpi la hibrizi dublu catenar conjugați cu un complex streptavidină-biotină marcat cu o enzimă (peroxidază sau fosfatază alcalină) STUDII VIROLOGICE Orez - Schema de "hibridare sandwich cu hibridizare-detecție enzimă O altă modificare interesantă a analizei hibridizării este tehnologia Line PioBe Assay (LiPA) LiPA este eficient în special în analiza mutațiilor genetice, genotiparea virusurilor (hepatita B și C, de exemplu), detectarea rezistenței determinate genetic la medicamente (HIV, HBV etc ) În termeni generali, metoda de analiză a probelor liniare constă în analiza de hibridizare a unui produs preamplificat Cu toate acestea, spre deosebire de PCR, unde o regiune predominant conservatoare a genomului este amplificată, în LiPA, o parte eterogenă genetic a genomului viral este amplificată pentru a analiza substituțiile mutaționale sau eterogenitatea genetică a unei populații (detecția genotipului) Ampliconii biotinilați obținuți în urma PCR sunt hibridizați cu sonde oligonucleotidice imobilizate pe o bandă de nitroceluloză (Fig - ), complementare cu diferite genotipuri de virus Ampliconii nelegați sunt îndepărtați prin spălare După legarea conjugatului ("fosfatază alcalină-streptavidină") și adăugarea substratului, apare o bandă la locul de aplicare a sondei specifice, ca în proteina imună În comparație cu alte tehnologii pentru detectarea substituțiilor mutaționale (analiza de restricție a fragmentelor polimorfe, secvențiere parțială, pirosecvențiere), LiPA vă permite să obțineți rezultate relativ rapid și ieftin Limitarea metodei este capacitatea de a detecta numai substituții mutaționale deja caracterizate, spre deosebire, de exemplu, de secvențiere Următorul pas în dezvoltarea analizei hibridizării în fază solidă a fost hibridizarea in situ Metoda se bazează pe efectuarea proceselor de hibridizare direct pe o secțiune sau în frotiu folosind sonde ADN/GNA marcate În funcție de tipul de etichetă (enzimatică sau luminiscentă), există mai multe tipuri de hibridizare in situ, inclusiv hibridizarea in situ cu detecție fluorescentă (FISH - Fluorescent In Situ Hybridization) Metoda este utilizată în principal pentru detectarea virusurilor care conțin ADN, deoarece ARN-ul viral este mai puțin rezistent la degradare, în special în etapa de pregătire a probei STUDII VIROLOGICE A B Orez - Metoda de analiză liniară a probei (LiPA): A - schema de studiu; B - o probă de benzi de hibridizare pentru genotiparea VHB (tittp://www innogenetics be) Metoda permite stabilirea prezenței particulelor de virus în preparate fixe și încorporate în formol, puncții de țesut (probe de biopsie), ceea ce este deosebit de important în analiza patomorfologică sau pur și simplu în răzuire Hibridizarea in situ se bazează pe principiile hibridizării în fază solidă și hibridizării în soluție Sensibilitatea metodei de hibridizare in situ este limitată de posibilitatea de penetrare a sondelor în celule pentru a se lega de ținta dorită Din acest motiv, după fixarea celulelor răzuitoare (frotiu, biopsie etc ), celulele fixate sunt distruse și se eliberează ADN intracelular (Fig - ) Procesul de hibridizare are loc în țesuturi, în timp ce sonda este echipată cu o etichetă fluorescentă După spălarea materialului și îndepărtarea moleculelor sondei nelegate, se începe detecția, pentru care frotiul sau secțiunea este analizată la microscop fluorescent Folosind hibridizarea in situ, cel mai convenabil este detectarea particulelor virale (care sunt reprezentate de un număr mare de copii) în celulele infectate, de exemplu, HHHV cu risc carcinogen ridicat în răzuirea cervicală sau detectarea formelor oculte de hepatită B STUDII VIROLOGICE Orez - Schema analizei hibridizarii in situ cu detectie fluorescenta (FISH) În prima etapă, proba este fixată pe o fază solidă/lamă (A); a doua etapă este distrugerea membranelor celulare și eliberarea moleculelor de ADN (B), după care proba este supusă denaturarii (C) și hibridizării cu sonde ADN/R NK marcate cu fluorocrom și (D, E); sondele legate în mod specific sunt detectate prin luminiscență (E) Avantajele metodelor de analiză prin hibridizare includ specificitatea ridicată, riscul extrem de scăzut de contaminare, universalitatea metodelor pentru orice tip de microorganisme Dezavantajele tuturor metodelor de hibridizare sunt sensibilitatea relativ scăzută (comparativ cu metodele de amplificare ale studiilor biologice moleculare), costul relativ ridicat al sondelor de hibridizare (pentru creșterea specificității, este necesară sintetizarea sondelor lungi), aplicarea limitată pentru diverse substraturi biologice sau de mediu obiecte În plus, majoritatea metodelor moderne de cercetare care utilizează analiza hibridizării necesită incubarea pe termen lung a amestecului de hibridizare, ceea ce prelungește semnificativ timpul de cercetare și, în unele cazuri, face imposibilă obținerea unui rezultat într-o zi lucrătoare Unele metode de hibridizare, cum ar fi hibridizarea in situ complex metodologic, necesită personal înalt calificat și nu poate fi utilizat pentru studii de screening a unui număr mare de probe Multe dintre dezavantajele enumerate mai sus sunt eliminate în metoda ADN-ului ramificat folosind principiul înmulțirii semnalului (spre deosebire de metodele de amplificare bazate pe principiul înmulțirii țintei) Schema de cercetare folosind metoda ADN-ului ramificat (rDNA) este următoarea (Fig - , vezi insertul color) Sonda (captarea) este adsorbită pe faza solidă, complementar ADN/ARN țintă (a) După reacția de hibridizare (b), toate moleculele de acid nucleic nelegate sunt îndepărtate prin spălare și sonda (detectare), specifică pentru un alt loc țintă decât sonda , și sonde de amplificare (c) sunt adăugate la amestecul de reacție O caracteristică a sondelor de amplificare este auto-complementaritatea și complementaritatea cu sonda , ca urmare a cărei hibridizare multiplă a sondelor de amplificare pe ele însele are loc cu apariția unei structuri de tip "arboresc" (d) Sonde de amplificare STUDII VIROLOGICE se leagă de molecule de fosfor (e) Datorită fenomenului de autohibridare a sondelor de amplificare are loc efectul de amplificare a semnalului (multiplicare) Pentru o moleculă țintă, există o sondă de detectare, una de captare și multe mii și zeci de mii de sonde de amplificare, fiecare dintre ele asociată cu mai multe molecule de fosfor, ceea ce face posibilă amplificarea semnalului detectat de la o singură moleculă țintă reacție de detecție (luminiscentă, chemiluminiscentă sau alta) este detectată o luminiscență specifică (e) în amestecul de reacție Această metodă poate fi utilizată pentru identificarea ADN-ului/ARN-ului diverșilor agenți patogeni ai bolilor infecțioase (HIV, HBV, HCV etc ) Deoarece mărimea semnalului detectat este direct proporțională cu numărul inițial de molecule țintă legate de sonda de captare, în prezența standardelor cantitative caracterizate, este posibil nu numai detectarea calitativă a agenților virali ai bolilor infecțioase prin ADNr, ci și estima conţinutul lor cantitativ în probele biologice Metode biologice moleculare de amplificare În metodele de detectare prin amplificare, se utilizează principiul acumulării (amplificarii) matricei inițiale (fragmentului țintă) până când se atinge valorile determinate ale unui semnal pozitiv Reacția în lanț a polimerazei (PCR) a primit cea mai mare aplicare în practica diagnosticului de laborator reacția în lanț a polimerazei În ultimii ani, metoda PNR și modificările acesteia au devenit unul dintre locurile de frunte în diagnosticul modern de laborator PCR se caracterizează prin proprietăți unice precum specificitate ridicată, sensibilitate, versatilitate și timp scurt de studiu În medicină, PCR este utilizată pentru diagnosticarea bolilor infecțioase, inclusiv cele cauzate de agenți greu de cultivat, pentru determinarea rezistenței microflorei la antibiotice, diagnosticul prenatal și diagnosticul bolilor ereditare, testarea sângelui donat pentru agenți patogeni virali, cu diferite tipuri de genotiparea, determinarea paternității, identificarea mutațiilor etc Sensibilitatea și specificitatea ridicate, detectarea directă a unui agent infecțios și posibilitatea de genotipizare determină amploarea domeniului de aplicare a metodei PCR în diagnosticul clinic: pentru diagnosticul precoce al bolilor infecțioase la pacienții seronegativi, când tratamentul este cel mai eficient; detectarea formelor persistente, latente și recurente de infecții; monitorizarea eficacității tratamentului; rezolvarea rezultatelor discutabile ale studiilor serologice; cercetare epidemiologică; diagnosticul infecțiilor oportuniste, care apar adesea pe fondul imunodeficienței, drept urmare diagnosticarea poate fi dificilă numai în funcție de rezultatele studiilor serologice Serviciile sanitare și epidemiologice utilizează PCR pentru a controla contaminarea microbiologică a mediului și a alimentelor, precum și pentru a identifica sursele de alimente modificate genetic Principiul metodei se bazează pe detectarea fragmentelor specifice de ADN (ARN) ale diferitelor obiecte biologice din material, sinteza lor selectivă la o concentrație la care sunt ușor de detectat și determinarea ulterioară a produselor reacției de amplificare - ampliconi Acidul dezoxiribonucleic (ADN) este un purtător universal de informații genetice în toate organismele existente pe Pământ, cu excepția STUDII VIROLOGICE virusuri ARN Proprietatea unică a ADN-ului constă în capacitatea sa de a se dubla după desfășurarea helixului și separarea catenelor de ADN Dublarea (replicarea) ADN-ului se realizează conform principiului complementarității de către enzima ADN polimeraza Pentru ca enzima să își înceapă activitatea, este necesar un mic fragment inițial de ADN dublu catenar Un astfel de fragment se formează prin interacțiunea unui fragment scurt de ADN monocatenar, numit primer, cu o secțiune complementară a catenei de ADN parental corespunzătoare Replicarea are loc simultan pe două catene de ADN, dar acestea cresc în direcții opuse Ca urmare a replicării, dintr-o moleculă de ADN dublu catenar se obțin două catenare dublu, fiecare dintre ele conține o catenă din molecula de ADN părinte și a doua, fiică, nou sintetizată Astfel, ciclul de replicare a ADN-ului include trei etape principale: J desfășurarea helixului ADN și divergența catenelor (denaturare); J atașarea primerilor; S completarea catenei fiice a ADN-ului În PCR, aceste procese sunt efectuate într-o eprubetă într-un mod ciclic Trecerea de la o etapă a reacției la alta se realizează prin modificarea temperaturii amestecului de incubare Pentru PCR aveți nevoie de: ✓ doi primeri oligonucleotidici sintetici (aproximativ de nucleotide lungime) complementari regiunilor ADN din catenele opuse care flanchează secvența țintă (primerii limitează fragmentul de ADN care va fi copiat de milioane de ori de către enzima Taq-ADN polimerază care se atașează la capetele ' a primerilor și completarea lor la o lungime dată de câteva sute de perechi de baze); J țintă ADN n; S este o ADN polimerază termostabilă care nu își pierde activitatea la o temperatură de °C; J patru dezoxiribonucleotide; Sistem tampon J pentru funcționarea eficientă a ADN polimerazei, care conține în mod necesar ioni de magneziu Principalele etape ale PCR: S pregătirea unei probe de material biologic, care constă în izolarea ADN-ului sau ARN-ului; reacție adecvată în lanț a polimerazei (amplificare PCR); J detectarea produsului PCR (acid nucleic amplificat) Pregătirea probei (izolarea ADN-ului sau ARN-ului din materialul clinic) În această etapă, probele de material clinic sunt supuse unei prelucrări speciale, în timpul căreia are loc liza celulară, eliminarea proteinelor, polizaharidelor și componentelor lipidice Pentru aceasta se folosesc diverse metode [de exemplu, metoda sorbentului, care constă în sorbția ADN-ului (ARN) pe sorbent după liza celulară, spălarea repetată a acizilor nucleici și eluarea ulterioară a ADN-ului (ARN) cu o soluție tampon, etc ] Acest tratament are ca rezultat o soluție care conține tot ADN-ul și/sau ARN-ul din materialul clinic Un kit de izolare ADN (ARN) este de obicei selectat în funcție de tipul de specimen clinic Procedurile detaliate pentru izolarea ADN-ului (ARN) din probele clinice sunt descrise în instrucțiunile furnizate de producător împreună cu kitul de reactivi pentru izolarea acizilor nucleici Soluția de ADN rezultată poate fi păstrată timp de o săptămână la o temperatură de - °C și până la un an la o temperatură de - °C Soluția de ARN purificată nu este supusă depozitării, trebuie trimisă imediat pentru analiză (probele pot fi stocate doar sub formă de soluții de ADNc obținute prin transcripție inversă) STUDII VIROLOGICE Amplificarea PCR tipică constă în repetarea repetată a următoarelor trei reacții: denaturare, renaturare, sinteză Denaturarea Prima etapă a PCR constă în denaturarea termică a probei de ADN prin menținerea acesteia la o temperatură de - 'C Pe lângă ADN, amestecul de reacție conține doi primeri în exces, ADN polimerază Taq termostabilă (izolat din bacteriile Thermus aquaticus) și patru dezoxiribonucleotide Renaturare Temperatura amestecului de reacție este coborâtă la - °C, în timp ce primerii hibridizează cu secvențe de ADN complementare (șablon inițial de ADN topit) pentru a forma fragmente scurte de ADN dublu catenar necesare pentru a începe enzima polimerazei (annealing primer) Fiecare dintre primeri hibridizează pe una dintre cele două catene ale matriței ADN în așa fel încât capetele primerilor care sunt capabili de alungire să fie îndreptate unul către celălalt După ce au unit catenele opuse ale moleculei de ADN, primerii se limitează la acea parte a acesteia, care va fi ulterior dublată sau amplificată în mod repetat Lungimea unui astfel de fragment, care se numește amplicon, este de obicei de câteva sute de nucleotide Sinteză Temperatura amestecului de reacție este crescută la - °C, care este valoarea optimă pentru ca ADN polimeraza Taq să funcționeze Se sintetizează un fragment din lanțul de ADN complementar (fiică) (patru deoxinucleotide trifosfați din amestec sunt utilizați ca material de construcție) Sinteza fragmentelor catenelor fiice de ADN are loc simultan pe ambele catene ale ADN-ului părinte Apoi ciclul se repetă din nou Fragmentele de lanțuri de ADN formate în primul ciclu de amplificare servesc ca șabloane pentru al doilea ciclu de amplificare, fragmentele formate în primele două cicluri servesc ca șabloane pentru al treilea și așa mai departe Astfel, fragmentele nou sintetizate servesc drept modele pentru sinteza noilor catene de ADN în următorul ciclu de amplificare, reacția în lanț Ca urmare, numărul de copii ale fragmentului crește exponențial și ampliconii se acumulează în soluție după formula: n, unde n este numărul de cicluri de amplificare Toate reacțiile sunt efectuate în eprubete plasate într-un termostat Dezvoltarea termostatelor programabile (termocicloare sau cicloare), care, conform unui program dat, efectuează modificări ciclice de temperatură, a creat premisele pentru introducerea pe scară largă a metodei PCR în practica diagnosticului clinic de laborator Schimbarea regimurilor de temperatură și întreținerea acestora sunt efectuate automat de aceste dispozitive Durata fiecărui ciclu este de obicei de câteva minute Numai pentru sinteza primerilor specifici pentru ADN-ul țintă trebuie să cunoașteți secvența de nucleotide a ADN-ului suspectului patogen Principalul criteriu de selecție a primerilor este complementaritatea șablonului În acest caz, în timpul PCR, va fi amplificat doar un fragment de ADN specific, a cărui lungime este egală cu lungimea totală a celor doi primeri și fragmentul de ADN dintre ei Selectarea temperaturii optime de recoacere a primerului pe șablon este un factor important care afectează eficiența și specificitatea amplificării Modificarea metodei PCR - efectuarea transcripției inverse pe un șablon de ARN Transcripția inversă (RT) este o metodă care permite obținerea lanțului corespunzător de ADN complementar (ADNc) pe un șablon de ARN RT-PCR este utilizat pentru a detecta materialul genetic al agenților patogeni care conțin ARN (de exemplu, virusul hepatitei C) Reacția implică o enzimă care sintetizează ADNc pe o matriță de ARN - transcriptază inversă (revertază) Rezultatul este o soluție care conține o copie ADN a virusului ARN Apoi cADN-ul este inclus în amplificare, adică, în acest caz, analiza se desfășoară în două etape RT-PCR poate B STUDII VIROLOGICE se efectuează atât în tuburi diferite (în două etape) cât și într-un tub (RT-PCR combinat) fără pierderi semnificative de sensibilitate Detectarea produselor de amplificare PCR Există diferite moduri de a detecta rezultatele PCR Prezența produselor specifice PCR (ampliconi) este determinată prin separarea electroforetică a amestecului de amplificare într-un gel de agaroză colorat cu bromură de etidio Bromura de etidio se leagă de fragmente de ADN dublu catenar, care apar ca benzi luminoase atunci când gelul este iradiat cu UV ( lungime de undă - nm) Pentru vizualizarea și iluminarea ultravioletă a benzilor ADN se folosește un dispozitiv special - un transiluminator, iar rezultatele obținute sunt documentate prin fotografiere (se recomandă păstrarea într-o bază de date computerizată timp de cel puțin trei ani) Fragmentele de ADN din gel de agaroză sunt separate în funcție de greutatea lor moleculară (dimensiune) Specificitatea benzii de ADN amplificat este confirmată de poziția sa în raport cu markerii de greutate moleculară și de poziția fragmentului de control pozitiv al amplificarii Dovezi suplimentare pentru specificitatea ampliconului pot fi obținute prin analiză de restricție, hibridizare și secvențiere directă Tehnologiile alternative la metoda electroforetică pentru detectarea produselor de amplificare includ sistemele de analiză modificate folosind coloranți fluorescenți, în timp ce produsele de reacție sunt analizate prin fluorimetrie Eprubetele de la ciclor intră în detector, unde, fără a le deschide, se înregistrează fluorescența Rezultatele obţinute sunt stocate într-o bază de date computerizată Nivelurile de fluorescență par a fi proporționale cu cantitatea de produse PCR specifice formate În astfel de teste, fluorescența este înregistrată după sfârșitul reacției și, prin urmare, metoda nu este cantitativă Este important ca rezultatele PCR să fie înregistrate prin prezența fluorescenței în tuburi închise Astfel, una dintre principalele probleme ale PCR este rezolvată - problema contaminării cu ampliconi PCR în timp real Una dintre cele mai moderne variante ale metodei este PCR în timp real Această opțiune se bazează pe detectarea cantitativă a unui semnal fluorescent, care crește proporțional cu cantitatea de produs PCR Rezultatul reacției poate fi înregistrat și observat pe ecranul computerului direct în timpul amplificării PCR Testele PCR cantitative în timp real necesită standarde adecvate, care sunt utilizate pentru a genera curbele de calibrare după PCR Folosind aceste curbe, se poate calcula numărul inițial necunoscut de copii ADN (ARN) din probe Beneficiile PCR în timp real: • înregistrarea intensității fluorescenței face posibilă evaluarea cantității de agent infecțios dintr-o probă: • se elimină cauza principală a rezultatelor fals pozitive - dispersia produselor de amplificare cu aerosoli și personal în timpul detectării electroforetice pe gel: • durează doar câteva ore din zi pentru a obține rezultatul (viteza de analiză); • prezenţa unei sonde specifice suplimentare, complementară regiunii interne a fragmentului amplificat, reduce riscul de a obţine rezultate fals pozitive şi măreşte sensibilitatea analizei; • devine posibilă efectuarea PCR multiplă - înregistrarea prezenței mai multor agenți infecțioși într-o eprubetă folosind diferiți coloranți fluorescenți; • devine posibilă identificarea substituţiilor unice de nucleotide în produsul de amplificare STUDII VIROLOGICE Avantajele PCR ca metodă de diagnosticare a bolilor infecțioase sunt următoarele Determinarea directă a prezenței agenților patogeni Detectarea unei regiuni specifice a ADN-ului patogen prin PCR oferă o indicație directă a prezenței agentului infecțios Multe metode tradiționale de diagnosticare, cum ar fi imunotestul enzimatic, detectează proteinele marker care sunt produse reziduale ale agenților infecțioși, care indică doar indirect prezența unei infecții Specificitate ridicată În materialul de testat este identificat un fragment unic de ADN, caracteristic doar acestui agent patogen Specificitatea este determinată de secvența de nucleotide a primerilor, care minimizează riscul de rezultate false, spre deosebire de metodele de imunotestare, unde erorile datorate antigenelor cu reacție încrucișată nu sunt neobișnuite Sensibilitate crescută Analiza PCR face posibilă detectarea agenților patogeni ai bolilor infecțioase în cazurile în care este imposibil să se facă acest lucru prin alte metode (imunologice, bacteriologice, microscopice) Sensibilitatea analizei PCR se apropie de - de celule per probă Universalitatea procedurii de identificare a diferiților agenți patogeni Materialul pentru cercetarea PCR este ADN-ul agentului patogen, care vă permite să diagnosticați mai mulți agenți patogeni într-o probă (asemănarea compoziției chimice a tuturor acizilor nucleici determină metodele unificate pentru izolarea ADN-ului / ARN-ului) Pentru diagnosticarea PCR a aproape toate bolile infecțioase, poate fi utilizat un set de echipamente, proceduri universale pentru pregătirea și analiza probelor Viteză mare de obținere a rezultatelor Analiza PCR nu necesită izolarea agentului patogen în cultură, ceea ce reduce semnificativ timpul de studiu Metodele unificate pentru izolarea acidului nucleic, automatizarea amplificării și detectarea produselor de reacție fac posibilă efectuarea unei analize complete într-o zi lucrătoare Posibilitatea de a diagnostica nu numai infecții acute, ci și latente Metoda PCR are o importanță deosebită pentru diagnosticarea microorganismelor dificil de cultivat și persistente, care sunt adesea întâlnite în infecțiile latente și cronice Diagnosticarea PCR este, de asemenea, foarte eficientă împotriva agenților patogeni cu variabilitate antigenică mare (de exemplu, virusurile gripale) Limitele metodei PCR: ADN-ul microorganismelor vii și nevii este amplificat, ceea ce determină anumite cerințe pentru interpretarea și sincronizarea studiilor atunci când se monitorizează eficacitatea tratamentului (controlul trebuie efectuat după o perioadă de timp în care agentul patogen este complet eliminat); "Există o posibilitate teoretică de reacții încrucișate (de exemplu, din cauza selecției inadecvate a primerului) care pot duce la rezultate fals pozitive Preluarea materialului clinic Colectarea materialului, prelucrarea prealabilă a acestuia, depozitarea și transferul, transferul materialului de testat către alte organizații se efectuează în conformitate cu documentele instructive și metodologice care reglementează efectuarea studiilor pentru fiecare tip de agent infecțios, instrucțiuni pentru trusele de reactivi și în în conformitate cu Regulile Sanitare (SP) în vigoare Pentru a preveni distrugerea acizilor nucleici, se recomanda folosirea unor medii speciale de transport dezvoltate si recomandate de producatorii de truse de reactivi, in functie de tipul de material STUDII VIROLOGICE Transportul și depozitarea materialului trebuie efectuate într-un lanț de frig cu controlul regimului de temperatură stabilit folosind indicatori termici În funcție de mediul de transport, tipul de material și regimul de temperatură, termenii de transport și depozitare a materialului pot varia Datorită potențialului de degradare a ADN-ului sau ARN-ului în materialul clinic, timpul de depozitare și transport al materialului trebuie menținut la minimum Dacă este imposibil să livrați probele la laboratorul PCR în timpul necesar, acestea sunt înghețate (- °C) Este permisă o singură înghețare-dezghețare pe termen scurt a materialului Aproape orice probă biologică poate servi ca material pentru PCR Probele de sânge (plasmă) sunt utilizate în studii calitative și cantitative, probele de ser de sânge sunt utilizate numai în analiza calitativă PCR Pentru a exclude contaminarea, materialul clinic trebuie preluat folosind instrumente sterile de unică folosință (seringi, sonde adecvate, probe etc ) în recipiente sterile din plastic de unică folosință (de exemplu, tuburi Eppendorf) Probele clinice trebuie păstrate separat de reactivi Organizarea muncii laboratorului PCR Cerințele pentru organizarea muncii în laboratoarele PCR sunt rezumate și formulate în documente de reglementare și ghiduri Orientările metodologice definesc principiile de organizare a laboratorului și etapele analizei prin PCR: prelevarea de probe, prelucrarea primară, depozitarea, condițiile de transport, dezinfecția materialului, izolarea acizilor nucleici, transcrierea și/sau amplificarea inversă, contabilizarea și înregistrarea rezultatelor a studiului materialului biologic, produselor alimentare, materialului din obiecte din mediu Orientările metodologice reglementează activitățile personalului de laborator atunci când efectuează studii prin metode de amplificare a acidului nucleic, efectuate cu seturi de reactivi și echipamente înregistrate corespunzător Diagnosticarea PCR a infecțiilor este asociată cu o problemă din cauza sensibilității ridicate a metodei - posibilitatea de contaminare Organizarea corectă a laboratorului PCR este de o importanță fundamentală pentru obținerea unor rezultate fiabile și depinde în mod semnificativ de metoda de detectare a produselor de amplificare Atunci când se utilizează metoda de electroforeză orizontală, stadiul de detectare trebuie acordată o mare atenție, deoarece este principala sursă de contaminare Camera pentru electroforeză ar trebui să fie amplasată într-un loc care exclude intrarea ampliconilor în alte zone tehnologice ale laboratorului În plus, aveți nevoie de un angajat separat, un sistem de ventilație atent gândit, incapacitatea de a muta eprubete, rafturi și alte echipamente din camera de electroforeză în alte încăperi Un angajat implicat în diagnosticarea PCR în munca sa se confruntă cu două tipuri de contaminare: J contaminarea încrucișată de la probă la probă (de exemplu, în timpul prelucrării probelor clinice), conducând la apariția unor rezultate fals pozitive sporadice; J contaminarea cu produse de amplificare (ampliconi), care este de cea mai mare importanță, deoarece ampliconii se acumulează în cantități mari în timpul PCR și servesc ca produse ideale pentru reamplificare Urme de contaminare a articolelor din sticlă, pipetelor automate și echipamentelor de laborator, suprafețelor bancilor de laborator sau chiar suprafeței pielii lucrătorilor din laborator are rezultate sistematice fals pozitive STUDII VIROLOGICE De regulă, este foarte dificil să se determine sursa de contaminare, iar eliminarea contaminării necesită o investiție semnificativă de timp și bani Respectarea cerințelor pentru amenajarea spațiilor laboratoarelor PCR și efectuarea analizelor în sine elimină posibilitatea contaminării și obținerea de rezultate fals pozitive Fiecare cameră a laboratorului PCR ar trebui să aibă un set de reactivi, pipete automate, vârfuri, plastic și sticlă, echipament de laborator, halate și mănuși folosite numai în această cameră și nu scoase în alte camere PCR Echipamentele, materialele și inventarul din fiecare cameră sunt marcate corespunzător În studiile care utilizează metode de amplificare a acidului nucleic, este necesar să se asigure fluxul de material, probe de acid nucleic și produse de amplificare Munca în laborator ar trebui organizată într-o singură direcție: de la sălile pre-PCR până la sălile post-PCR Într-un laborator care utilizează PNR în scop de diagnostic, controlul intern al calității cercetării în laborator se efectuează la intervale în funcție de volumul de muncă și determinat de șeful laboratorului, dar cel puțin o dată pe trimestru Laboratorul trebuie să participe în conformitate cu procedura stabilită la activități (programe) de evaluare externă a calității cercetării de laborator pe forme nosologice specifice cel puțin o dată pe an Controlul calității intern și extern al studiilor de laborator se realizează prin analiza panourilor de control certificate criptate care conțin probe pozitive și negative În cadrul controlului calității intralaborator, se folosesc panele ale producătorilor de truse comerciale certificați pentru prezența unui analit (cantitatea acestuia) sau probe certificate intralaborator care conțin și nu conțin acizi nucleici ai agenților patogeni specifici în concentrații diferite, stabile în condiții de depozitare Trebuie remarcat faptul că utilizarea pe scară largă a diagnosticului ADN nu anulează în niciun caz metodele de studii imunochimice (ELISA, PIF, RIF etc ), ci le completează O examinare cuprinzătoare a pacientului prin diferite metode oferă clinicianului informații mai complete despre prezența unui agent infecțios și despre starea imunitară, care permite un diagnostic mai precis, prescrierea tratamentului etiotrop adecvat și efectuarea controlului său ulterior biocipuri Microcipurile biologice sunt una dintre zonele experimentale cu cea mai rapidă creștere ale biologiei moleculare și biotehnologiei moderne Biocipurile, cum ar fi microcipurile electronice care procesează matrice uriașă de informații digitale, sunt concepute pentru a primi și procesa cantități mari de informații biologice moleculare în timpul analizei multiparametrice a unui microeșantion de material biologic Baza biocipurilor este o matrice de microcelule pe un plan, fiecare dintre acestea conținând sonde moleculare specifice uneia dintre numeroasele molecule biologice sau fragmentelor acestora (de exemplu, secvențe ADN sau ARN, proteine) Sondele moleculare pot fi oligonucleotide, fragmente de ADN genomic, ARN, proteine, polipeptide, anticorpi, liganzi, oligozaharide etc Utilizarea biocipurilor vă permite să detectați rapid microorganisme și viruși, să identificați mutații, forme rezistente la medicamente de agenți patogeni ai bolilor infecțioase, să identificați genetice individuale STUDII VIROLOGICE caracteristicile pacientului, determină predispoziția la boli ereditare și oncologice, toleranța anumitor cursuri de terapie etc Un punct esențial în acest caz este capacitatea de a analiza sute și mii de mostre în cel mai scurt timp posibil Dimensiunile celulelor microcipurilor moderne sunt de aproximativ - microni, iar concentrațiile macromoleculelor analizate sunt în intervalul de aproximativ pmol- µmol Numărul total de celule de pe un cip poate varia de la câteva sute la - , dimensiunile liniare ale cipului sunt de câțiva centimetri pătrați În biocipurile cu matrice de suprafață, sondele moleculare sunt imobilizate pe suprafața membranelor sau a plăcilor din sticlă, plastic, semiconductor sau metal În biocipurile cu gel, sondele sunt imobilizate fie într-un strat de gel de poliacrilamidă cu grosimea de aproximativ de microni depus pe o suprafață de sticlă special tratată (astfel de cipuri sunt fabricate de PerktnElmer), fie în celule semisferice de hidrogel cu un diametru de aproximativ de microni (ca și în cipurile dezvoltate) la Institutul de Cercetare de Biologie Moleculară numită după V A Engelhardt RAS) Principiul de funcționare al tuturor biocipurilor moleculare cu sonde imobilizate se bazează pe capacitatea macromoleculelor biologice de recunoaștere moleculară (legare selectivă foarte specifică de alte molecule) Deci, de exemplu, formarea ADN-ului dublu catenar se supune regulii complementare, iar moleculele de anticorpi sunt capabile să distingă anumite structuri de pe suprafața proteinei - epitopi antigenici Microcipurile biologice au trecut de stadiul testelor de laborator și sunt folosite în laboratoarele de diagnostic Timpul de analiză la utilizarea biocipurilor este redus de la două luni la o zi, ceea ce vă permite să prescrieți cu promptitudine agenți terapeutici de rezervă acelor pacienți care au forme de tuberculoză care sunt rezistente la antibioticele utilizate în mod obișnuit Pentru prima dată în lume, o metodă pentru identificarea rapidă a formelor de tuberculoză rezistente la medicamente, bazată pe tehnologia originală a biocipului, a fost certificată pentru uz medical în Rusia După cum arată rezultatele analizei a peste de pacienți, fiabilitatea metodei depășește % Din , sistemul de testare TB-Biochip, creat pe baza de microcipuri biologice, a fost furnizat centrelor anti-tuberculoză din Rusia și transferat pentru cercetare și diagnosticare medicală la Centrul pentru Controlul Bolilor (SUA) Pentru a efectua o analiză, proba de sânge a unui pacient sau alt fluid de testare este supusă unui pretratament, timp în care moleculele din ea sunt etichetate cu un colorant fluorescent Proba este apoi aplicată pe un biocip plasat într-o microcamera specială Fiecare tip de molecule de probă interacționează cu sonde specifice localizate în celulele individuale ale microcipului, care pot fi înregistrate prin intensitatea strălucirii celulei corespunzătoare a biocipului Conform modelului de strălucire al multor celule ale biocipului, un dispozitiv de analiză special cuantifică prezența ADN-ului caracteristic, secvențe de ARN sau un set de proteine în probă Dimensiunea redusă, viteza de implementare, economia de consum de reactivi și probe biologice, capacitatea de a efectua sute și mii de studii simultan, caracteristice noii tehnologii, determină avantajele și perspectivele de dezvoltare ulterioară a acesteia STUDII VIROLOGICE ETAPA PREANALITICĂ ÎN STUDIILE VIROLOGICE Regulile de colectare a materialului biologic pentru studii virologice și transportul acestuia la laboratoarele microbiologice sunt reglementate de actele normative actuale Colectarea materialului trebuie efectuată cât mai devreme posibil, când apar primele simptome ale bolii, deoarece perioada de eliminare a virusului în multe infecții acute este limitată la câteva zile ( - zile) Colectarea materialului în timpul autopsiei trebuie efectuată cât mai curând posibil după decesul pacientului Toate probele trebuie obținute sub asepsie Prelevarea materialului clinic se realizează cu instrumente sterile de unică folosință Lucrul trebuie efectuat cu mănuși sterile de unică folosință Fiecare probă este plasată într-un flacon steril de unică folosință separat sau într-un recipient cu capac cu filet Pot fi utilizate tuburi de centrifugă conice sterile cu dopuri strâns Volumul tubului trebuie să fie suficient pentru introducerea a - ml de mediu de transport Materialul clinic pentru diagnosticarea PCR trebuie introdus în eprubete cu un mediu de transport (dacă este necesar) furnizat de producătorul sistemelor de testare sau al reactivilor Tampoane sterile (vâscoză sau dacron) pe o bază de plastic sau aluminiu sunt folosite pentru a colecta proba cu o sondă de tampon Nu este permisă utilizarea tampoanelor cu alginat de calciu și ax din lemn Lichidul veziculelor este aspirat cu seringi de tuberculină Sângele se recoltează în tuburi sterile de unică folosință sau din sticlă cu un anticoagulant (heparină, EDTA, citrat de sodiu) Imediat după administrare, este necesar să se închidă ermetic flacoanele, eprubetele, recipientele cu biomaterial, fără a atinge suprafața interioară a acestora și suprafața interioară a capacelor, evitând un gol și strivirea părții interioare a capacului Probele de material biologic trebuie livrate imediat la laborator; dacă acest lucru nu este posibil, trebuie asigurată depozitarea biomaterialului într-un frigider Temperatura de depozitare este determinată de tipul de biomaterial Transportul probelor depozitate la o temperatură mai mică de °C se efectuează în recipiente termice care exclud decongelarea materialului biologic; elementele de răcire trebuie congelate la temperatura corectă înainte de a transporta materialul clinic Când transferați material clinic din eprubete, flacoane, recipiente în altele noi, este necesar să folosiți vârfuri sterile de unică folosință separate cu bariere de aerosoli Când deschideți flacoanele, tuburile, recipientele în timpul funcționării, nu efectuați mișcări bruște pentru a evita stropirea și stropirea materialului clinic, care poate duce la contaminarea probelor și a suprafețelor de lucru Pentru detectarea acizilor nucleici ai virusurilor, trebuie utilizate următoarele mostre de material biologic; sânge, urină, scurgeri ale uretrei și tractului urogenital, fecale, lichid cefalorahidian, lacrimal, secreții conjunctivale etc (Tabelul - ) Aceste tipuri de mostre pot fi utilizate pentru izolarea virusului Sânge Prelevarea de sânge trebuie efectuată pe stomacul gol sau la ore după masă din vena cubitală cu un ac de unică folosință ( , - , mm în diametru) într-un sistem special de vid de tip Vaculetie(r) cu % EDTA După prelevarea sângelui, tubul trebuie răsucit ușor de mai multe ori pentru a amesteca proba cu anticoagulant și etichetat STUDII VIROLOGICE Tabelul - Probe de material clinic pentru izolarea și identificarea virusurilor Eșantion de agenți patogeni virali HIV din sânge integral, virusuri herpes , , , , , , parvovirus B , enterovirusuri Sânge periferic (celule) HIV, virusuri herpetice , , , tipuri, parvovirus B , enterovirusuri Sânge periferic (plasmă) Herpesvirusuri , , tipuri, virusuri ale hepatitei A, B, C, D, E, G, CCHF, rubeolă, parvovirus , enterovirusuri Virusurile herpesului din sângele din cordonul ombilical , , , , tipuri, virusul rubeolei, parvovirusul B Razuirea din canalul cervical Herpes virusuri , tipuri, papilomavirus uman Razuirea din uretra Herpes virusuri , , tipuri Razuirea din elementele erozive și ulcerative Virușii herpes , , tipuri Adenovirus urinar, herpesvirus tipuri , , , virus rubeolic, poliovirus, virus oreion Lichidul amniotic Herpes virusuri , , , , , tipuri, virusul rubeolei, parvovirusul B Lavaj bronhoalveolar Herpes virus tip Tampon nazofaringian Adenovirus, gripă A, B, rubeolă, parainfluenza tipuri , , , virus respirator sincițial Tampon orofaringian Adenovirus, herpesvirusuri , , al -lea tip, virusuri gripale A, B, rubeolă, parvovirus B , virusuri parainfluenza - tipuri, virus respirator sincițial, SARS Sputa virus herpes tip , virusuri gripale A B, parainfluenza tipuri , , , virus respirator sincițial Adenovirus conjunctival detașabil Placenta virusuri herpes , , , tipuri, rubeola, parvovirus B Adenovirusul saliv, virusul rabiei, virusurile herpesului , , , , , tipuri, virusul rubeolei, parvovirusul B , virusul oreionului, SARS Lichidul cefalorahidian Herpes virusuri , , , , tipuri, virusuri rubeolei, encefalită transmisă de căpușe, parvovirus B , enterovirusuri, virus oreion Fecale Adenovirus grupa F, virus gripal H N , astrovirus, noravirus, rotavirus, flavivirus, enterovirusuri, SARS Material de autopsie Astrovirus, virusuri gripale A, B, H N sw, H N , virusuri herpetice , , , , , tipuri, virusul Coastuhi, CCHF, parvovirusul B , noravirusul, rotavirusul flavivirus, enterovirusurile, virusurile transmise de căpușe encefalită, SARS Preprocesare Plasma sanguină trebuie obținută prin centrifugare tuburi de sânge integral la rpm ( - g) timp de de minute la temperatura camerei După centrifugare, folosind vârfuri cu barieră de aerosoli, cel puțin ml de plasmă trebuie colectat în tuburi Eppendorf sterile de ml Celulele sanguine (fracțiunea leucocitară a sângelui integral) trebuie colectate după centrifugarea sângelui integral și îndepărtarea plasmei Folosind vârfuri cu o barieră de aerosoli, o masă de leucocite este colectată de pe suprafața sedimentului celular într-un volum de , ml și transferată într-un tub Eppendorf steril Conditii de depozitare Probele de sânge integral sunt stocate la: • - °C - nu mai mult de ore din momentul obţinerii materialului pentru cantitativ, în termen de ore - pentru determinarea calitativă a acizilor nucleici; • - °С - nu mai mult de o zi pentru determinarea atât calitativă, cât și cantitativă a acizilor nucleici STUDII VIROLOGICE Congelarea probelor de sânge integral nu este acceptabilă Probele de plasmă sanguină pot fi păstrate la o temperatură de - °C timp de zile, - - °C - timp de un an Este permisă o singură îngheț-dezgheț al materialului Probele destinate depozitării pe termen lung trebuie să fie prezentate în tuburi sterile separate Transport Se realizează într-un recipient termic special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață Probele de sânge se transportă la o temperatură de - C în decurs de ore din momentul preluării materialului pentru cantitativ; ore - pentru determinarea calitativă a acizilor nucleici Probele de plasmă sunt transportate la o temperatură de - °C timp de zile, în formă congelată - timp de zi Material din tractul urogenital al femeilor Materialul trebuie obținut din mai multe puncte: epiteliul canalului cervical (endocol), secreții vaginale; la nevoie - din uretra si leziuni erozive si ulcerative Înainte de a lua materialul, este necesar să îndepărtați mucusul de pe suprafața colului uterin cu un tampon steril Răzuirea epiteliului se efectuează separat pentru fiecare localizare cu citoperii cervicale sterile de unică folosință sau sonde universale Partea de lucru a citoperiei cu materialul colectat trebuie ruptă în zona crestăturii și lăsată în eprubetă Secreția uretrală se obține cu ajutorul unei sonde universale Partea de lucru a sondei cu materialul colectat trebuie ruptă în zona crestăturii și lăsată în eprubetă Materialul din diferite locații este plasat în eprubete separate cu un mediu de transport Pentru screening-ul și diagnosticarea infecției cu papilomavirus uman, materialul este colectat folosind o sondă cervicală combinată pentru prelevarea simultană a materialului din endo- și exocervix În toate cazurile, prezența impurităților sub formă de mucus și sânge este acceptabilă Tuburile trebuie să fie etichetate Preprocesare Probele prelevate în mediul de transport sunt bine amestecate pe un vortex până când mucusul este complet dizolvat și se formează o suspensie celulară omogenă Probele de răzuire ale epiteliului din endo- și exocervix, luate într-o eprubetă cu un mediu de transport, trebuie amestecate bine pe un vorhex pentru a dizolva mucusul și a obține o suspensie omogenă; apoi, folosind un vârf cu barieră de aerosoli, se iau , ml din probă, se transferă într-un tub de tip Eppendorf, se centrifughează la - mii rpm timp de minute, se îndepărtează , ml din supernatant, se amestecă precipitatul cu , ml a lichidului rămas Conditii de depozitare Materialul clinic din tractul urogenital este păstrat la o temperatură de - °C timp de de ore, - °C timp de zile, - °C timp îndelungat Este permisă o singură îngheț-dezgheț al materialului Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață la o temperatură de - ° C timp de zile, în formă congelată - timp de zi Material din tractul urogenital al bărbaților Înainte de a lua materialul, capul penisului din zona deschiderii externe a uretrei trebuie tratat cu un tampon umezit cu soluție salină sterilă Descărcarea uretanică se obține cu ajutorul unei sonde speciale, care se introduce la o adâncime de - cm și se efectuează cu mai multe mișcări de rotație STUDII VIROLOGICE răzuirea celulelor epiteliale Sonda este transferată într-o eprubetă cu un mediu de transport special, partea de lucru este ruptă în zona crestăturii și lăsată în eprubetă Prezența impurităților sub formă de mucus, sânge și puroi este acceptabilă Preprocesare Probele prelevate în mediul de transport trebuie amestecate bine prin agitare până când mucusul este complet dizolvat și se obține o suspensie celulară omogenă Conditii de depozitare Materialul clinic din tractul urogenital se păstrează la - °C timp de de ore, - °C timp de zile Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață la o temperatură de - ° C timp de zile, în formă congelată - timp de zi Urină Prima porție de urină de dimineață în cantitate de - ml este luată într-un flacon special uscat, steril, de ml, cu capac, etichetat Conditii de depozitare Probele de urină nativă se păstrează la o temperatură de - °C timp de ore, - °C - timp de zi, probele de urină pretratate - la o temperatură de - °C timp de zi - °С - în zile, - SS - pentru o lungă perioadă de timp Este permisă o singură congelare-dezghețare a probelor Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de zi, în formă congelată - timp de zi Fecale Probele se prelevează dintr-un recipient pre-dezinfectat, din mai multe locuri, cu o spatulă de unică folosință atașată la capacul flaconului pentru prelevarea materialului, și se marchează Preprocesare Pentru a obține un extract clarificat de fecale se folosesc probe naive de consistență apoasă sau o suspensie proaspăt preparată, sau o suspensie supusă la congelare cu glicerină Prepararea suspensiei fecale se efectuează după cum urmează În tuburile de centrifugare ( , ml) de tip Eppendorf, corespunzător numărului de probe de fecale, se adaugă , ml de soluție salină sterilă, după care se adaugă , ml de probă în fiecare tub cu vârfuri separate de unică folosință (sau spatule de unică folosință) și se amestecă bine pe un vortex până se formează o suspensie omogenă Este clarificat prin centrifugare la rpm ( g) timp de minute Supernatantul este luat într-un recipient separat, amestecat cu un volum egal de probă de control negativ și utilizat pentru a izola acizii nucleici Suspendarea fecalelor cu glicerină este pregătită dacă este necesară depozitarea pe termen lung a materialului Pentru a face acest lucru, se adaugă glicerol într-o suspensie de fecale de - % până la o concentrație finală de - %, se omogenizează complet pe un vortex, iar după expunerea la glicerol timp de de minute, probele sunt înghețate Condiții de păstrare Probele de fecale se păstrează la o temperatură de - °C timp de ore, - °C - timp de zile Suspensia fecală cu glicerină și extractul fecal clarificat se păstrează la - °C timp de zile, la - °C timp îndelungat Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață Probele de fecale native sunt transportate la o temperatură de - °C timp de ore Suspensia fecală cu glicerină și extractul fecal clarificat sunt transportate în stare congelată timp de zi, STUDII VIROLOGICE fluid cerebrospinal Lichidul cefalorahidian este prelevat folosind ace de unică folosință în eprubete uscate din plastic de unică folosință într-o cantitate de cel puțin ml Tuburile sunt etichetate Preprocesare Lichidul cefalorahidian este centrifugat pentru a concentra celulele care conțin virusul Peleta și ui de supernatant sunt utilizate pentru izolarea acidului nucleic Condiții de păstrare Probele de lichid cefalorahidian se păstrează la o temperatură de - °C timp de ore, - °C timp de zi - °C - timp de de zile, - °C - pentru o perioadă lungă de timp Este permisă o singură congelare-dezghețare a probelor Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore, în formă congelată - timp de zi lichid lacrimal Materialul cu un volum de cel puțin , ml este preluat folosind pipete de plastic de unică folosință în tuburi sterile uscate de unică folosință (de exemplu, Eppendorf*) Pentru a spori lacrimarea, se efectuează o provocare cu o substanță lacrimală (de exemplu, amoniac) Eprubetele cu material sunt etichetate Conditii de depozitare Probele de lichid lacrimal sunt păstrate la o temperatură de - °C timp de ore, - °C timp de zi, - °C timp de zile, - °C timp îndelungat Este permisă o singură congelare-dezghețare a probelor Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore, congelat - timp de zi Descarcare si jonctiune Materialul se obține sub anestezie locală ( picături de soluție de dicaină) folosind o sondă cu un tampon de bumbac steril uscat Tragând pleoapa inferioară, petreceți de mai multe ori pe conjunctivă, captând colțurile exterioare și interioare ale ochiului Materialul este plasat într-o eprubetă specială cu mediu de transport; partea inferioară de lucru a sondei este ruptă, lăsând-o în eprubetă Probele sunt etichetate Conditii de depozitare Probele de conjunctivă separată sunt păstrate la o temperatură de - °C timp de ore, - °C timp de zile Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore Materialul clinic congelat este transportat într-un recipient special cu gheață carbonică timp de zi Tampoane din mucoasa nazală Evacuarea din membrana mucoasă a cavității nazale trebuie luată cu un tampon de bumbac uscat, steril, pe bază de plastic Tamponul este introdus de-a lungul peretelui exterior al nasului la o adâncime de - cm până la corbinatul inferior După aceea, tamponul este ușor coborât, introdus în pasajul nazal inferior, rotit și îndepărtat de-a lungul peretelui exterior al nasului În plus, prin scufundarea părții de lucru a sondei în mediul de transport, plasată într-o eprubetă sterilă de unică folosință de tip Eppendorf, tija este ruptă, lăsând partea de lucru a sondei în eprubetă Probele sunt etichetate Conditii de depozitare Tampoanele din membrana mucoasă a cavității nazale sunt păstrate la o temperatură de - ° C timp de ore, - ° C - timp de zile Dacă este necesară o păstrare mai lungă, temperatura nu trebuie să depășească - °C Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de zi Materialul clinic congelat este transportat într-un recipient special cu gheață carbonică timp de zi STUDII VIROLOGICE Înroșirea din cavitatea nazală Preluarea materialului se efectuează în poziția pacientului așezat, cu capul înclinat pe spate În ambele căi nazale cu o seringă de unică folosință se injectează - ml de soluție salină sterilă Lichidul de spălare din ambele pasaje nazale este colectat printr-o pâlnie sterilă într-un recipient steril Probele sunt etichetate Conditii de depozitare Spălaturile din cavitatea nazală sunt păstrate la o temperatură de - ° C timp de ore, - ° C - timp de zile, - ° C - pentru o lungă perioadă de timp Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore, în formă congelată - timp de zi Tampoane din orofaringe Secreția se preia cu un tampon de bumbac uscat, steril, pe bază de plastic, făcând mișcări de rotație de-a lungul suprafeței amigdalelor, arcadelor palatine și a peretelui posterior al orofaringelui În plus, prin scufundarea părții de lucru a sondei în mediul de transport, plasată într-o eprubetă sterilă de unică folosință de tip Eppendorf, tija este ruptă, lăsând partea de lucru a sondei în eprubetă Probele sunt etichetate Condiții de păstrare Tampoanele orofaringiene se păstrează la o temperatură de - °C timp de ore, - °C timp de cicluri Dacă este necesară o păstrare mai lungă, temperatura nu trebuie să depășească - °C Spălări de la orofaringe Anterior, pacientul clătește gura cu apă După aceea, se efectuează o clătire completă repetată cu ml de soluție salină timp de - secunde Lichidul este colectat într-un flacon steril Eșantionul este etichetat Conditii de depozitare Tampoanele din orofaringe sunt păstrate la o temperatură de - ° C timp de ore, - ° C - timp de zile Dacă este necesară o păstrare mai lungă, temperatura nu trebuie să depășească - °C Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață la o temperatură de - ° C timp de ore, în formă congelată - timp de zi Spută Luați în cantitate de cel puțin ml în sticle sterile de unică folosință cu gât larg și capac cu filet Probele sunt etichetate Conditii de depozitare Probele de spută sunt păstrate la - °C timp de ore, - °C timp de zile Dacă este necesară o păstrare mai lungă, temperatura nu trebuie să depășească - °C Salivă Anterior, pacientul clătește gura de trei ori cu soluție salină Saliva în cantitate de cel puțin ml este colectată în eprubete sterile uscate de unică folosință cu capac filetat Probele sunt etichetate Conditii de depozitare Probele de salivă sunt păstrate la - °C timp de ore, - °C timp de zi Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore Lanazh bronhoalveolar sau spălături bronșice Prelevarea se efectuează în eprubete de unică folosință, bine înșurubate, cu un volum de ml Probele sunt etichetate STUDII VIROLOGICE Conditii de depozitare Probele pretratate se păstrează la temperaturi* - °C timp de zi, - °C - timp de zile, - °C - pentru o perioadă lungă de timp Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire sau într-un termos cu gheață la o temperatură de - CC timp de ore, în formă congelată - timp de zi Material pentru biopsie și autopsie Materialul trebuie preluat din zona presupusei locații a agentului infecțios, țesutul deteriorat sau din zona care mărginește zona deteriorată Bucățile de țesut cu un diametru de cel mult mm sunt plasate în eprubete Eppendorf sterile de unică folosință care conțin , ml de mediu special de transport Tuburile sunt etichetate Conditii de depozitare Probele pretratate sunt păstrate la - °C timp de ore, - °C timp de zile Dacă este necesară o păstrare mai lungă, temperatura nu trebuie să depășească - C, Transport Se efectuează într-un recipient special cu elemente de răcire la o temperatură de - ° C timp de ore Materialul clinic congelat este transportat într-un recipient special cu gheață carbonică timp de zi (doar pentru materialul suspectat de a avea virusuri care conțin ADN) ASIGURAREA CALITĂȚII PENTRU STUDII VIROLOGICE Calitatea înaltă a cercetării de laborator poate fi asigurată doar prin întreținerea constantă a sistemului de control al calității Problemele de control al calității sunt studiate prin calimetria de laborator - un sistem de metode științifice și practice de evaluare a calității cercetării de laborator Calimetria de laborator modernă presupune utilizarea în laboratorul de diagnostic clinic a unui sistem de control total al calității - asigurare a calității Esența abordării este că asigurarea calității include nu numai procesul de măsurare a unuia sau altuia parametru (de exemplu, determinarea anticorpilor la HIV în ser), ci și toate celelalte componente și structuri ale procesului de laborator care afectează direct sau indirect fiabilitatea rezultatelor Sistemul de asigurare a calității este o structură multicomponentă caracterizată de următorii parametri: structura organizatorica a institutiei; J personalul de laborator (personal, calificarea specialiștilor, pregătire și recalificare profesională etc ); Echipamente Vx (inclusiv control metrologic și întreținere); / logistica si personalul procesului de control al calitatii; ■/ activităţi de control al calităţii; J sistem informațional de laborator și management al datelor; sistem de management al documentelor; J un sistem de supraveghere a situațiilor de urgență și măsuri pentru eliminarea posibilelor consecințe ale unor astfel de situații; J un sistem de asigurare a implementării măsurilor de control al calității; S sistem de lucru cu instituțiile medicale și pacienții (consumatori de servicii de laborator); STUDII VIROLOGICE Sistem J de evaluare a calității muncii de laborator (extern și intern): S măsuri de biosecuritate și organizare a muncii specialiștilor la locul de muncă Numai pe baza rezultatelor unei evaluări cuprinzătoare a tuturor componentelor sistemului de asigurare a calității, este posibilă evaluarea obiectivă a calității laboratorului de diagnostic clinic Toate celelalte abordări ale evaluării calității sunt fie incomplete, fie subiective Când descriem sistemul de asigurare a calității unui laborator clinic care efectuează teste pentru diagnosticarea bolilor cauzate de infecții virale, trebuie început cu structura organizatorică a laboratorului Într-o instituție modernă de laborator mare, la întocmirea structurii organizatorice și a personalului, este necesar să se prevadă alocarea unei persoane responsabile cu sistemul de control al calității În laboratoarele medii și mici de diagnostic clinic, această funcție poate fi îndeplinită de șeful adjunct al laboratorului Responsabilitățile funcționale ale persoanei responsabile cu sistemul de control al calității ar trebui să reflecte toate aspectele activității, sarcinile, competențele, un mecanism de raportare și monitorizare a activităților legate de introducerea controlului calității "total", precum și mecanisme de integrare a controlului calității sistemul de laborator de diagnostic clinic în sistemul de control calitatea unității de sănătate și/sau a sistemului local de asistență medicală În ciuda automatizării semnificative a laboratoarelor de diagnostic clinic care efectuează studii ale markerilor infecțiilor virale, rolul cel mai important în organizarea controlului calității revine personalului care întruchipează direct ideile de organizare a unui sistem de control al calității la locul de muncă De aceea este necesar să se desfășoare constant cursuri, seminarii, prezentări dedicate îmbunătățirii calității cercetării de laborator La aceasta trebuie să ia parte toți angajații laboratorului, inclusiv personalul medical, paramedical, personalul medical junior și angajații departamentelor auxiliare (înregistrare, inginerie și personal tehnic și de aprovizionare) Echipamentul material și tehnic al KDL, care realizează studii virologice, serologice și biologice moleculare ale markerilor infecțiilor virale, presupune prezența unui complex hardware și instrumentar complex cu sisteme de măsurare de înaltă precizie Chiar și erori minore în funcționarea complexului pot provoca erori de laborator extrem de grave Doar prin menținerea în bune condiții a echipamentelor de laborator, respectând pe deplin parametrii tehnici ai analizei, este posibilă asigurarea cercetărilor de laborator de înaltă calitate Sistemul de control al calității presupune monitorizarea constantă a stării instrumentelor de măsură din laborator, care ar trebui să includă nu numai eliminarea rapidă a defecțiunilor echipamentelor, ci și prevenirea acestora Pentru a face acest lucru, organizați întreținerea preventivă regulată a complexului hardware de către specialiști tehnici externi Un program anual (semestrial, trimestrial etc ) de întreținere preventivă a echipamentelor este elaborat în fiecare CDL și coordonat cu serviciile tehnice relevante Numiți o persoană responsabilă cu respectarea programului Introducerea unui sistem de asigurare a calității în activitatea CDL necesită costuri financiare și logistice Aceasta ar trebui să includă nu numai necesitatea de a lua în considerare reactivii și consumabilele cheltuite pentru controlul zilnic al calității, ci și costurile de întreținere a echipamentelor, pregătirea personalului, organizarea și îmbunătățirea sistemului informațional al laboratorului, organizarea fluxului de lucru, procesul de laborator la fiecare loc de muncă , etc Aceste costuri necesare trebuie luate în considerare la planificarea bugetului CDL, pregătirea cererilor de reactivi și consumabile, STUDII VIROLOGICE planificarea timpului de lucru etc În instituțiile de laborator străine moderne de nivel de referință, costurile creării și menținerii unui sistem de control total al calității ajung la - % din bugetul general al laboratorului Măsurile efective de control al calității sunt componenta centrală a sistemului Activitățile se desfășoară la două niveluri - extern și intern Participarea la un sistem extern de control al calității este obligatorie, întrucât o proporție semnificativă din studiile markerilor de infecție virală efectuate la CDL sunt asociate cu infecții semnificative din punct de vedere social (SIDA, hepatită, ITS, IUI etc ) Este necesar un nivel extern de evaluare pentru a determina gradul de comparabilitate a rezultatelor din diferite laboratoare și conformitatea acestora cu standardele de acuratețe stabilite Numărul de programe ale Sistemului Federal de Evaluare Externă a Calității (FSQA) este în continuă creștere și include secțiuni dedicate nu numai identificării markerilor serologici ai bolilor infecțioase cauzate de viruși, ci și metodelor biologice moleculare (de exemplu, detectarea ADN-ului) și ARN al virusurilor hepatitei B, C și HIV) Orice QDL ar trebui (în cel mai bun caz pentru dezvoltarea sistemului de control al calității) să se străduiască să participe la numărul maxim posibil de programe FSQA pentru instituție Nivel intern de control al calității (nivel instituțional) - un sistem de măsuri adoptat în laborator pentru monitorizarea continuă a tuturor etapelor muncii de laborator și care permite evaluarea calității măsurătorilor efectuate în CDL Activitățile interne sunt obligatorii pentru toate studiile efectuate în laborator și sunt necesare pentru a stabili dacă rezultatele obținute îndeplinesc criteriile de acceptare a acestora Controlul calității intralaborator (VLKK) este responsabilitatea personalului CDL Evaluarea externă regulată a calității și controlul intern continuu al calității se completează, dar nu se înlocuiesc reciproc Obiectivele evaluării externe a calității sunt identificarea erorilor sistematice în metodele de laborator și asigurarea unității și comparabilității rezultatelor măsurătorilor în sistemul de sănătate în ansamblu Sarcinile VLKK sunt de a asigura stabilitatea sistemului analitic, detectarea și eliminarea erorilor aleatoare și sistematice Pentru un număr de markeri ai infecțiilor virale detectați în CDL, sunt disponibile materiale de control caracterizate cu un conținut cantitativ predeterminat al analitului analizat (HD^Ag, HBsAb, CMV IgG etc ) Producția unor astfel de materiale este realizată atât de centrele de cercetare de referință, cât și de producătorii de sisteme de testare Utilizarea unor astfel de materiale de control face posibilă implementarea pe deplin a tuturor măsurilor pentru VLKK atunci când se efectuează studii pentru diagnosticarea bolilor infecțioase cauzate de viruși Un astfel de material de control ar trebui validat în condiții specifice CDL, chiar dacă determinarea analitului supus investigației în materialele de control caracterizate a fost efectuată fie de către laboratorul de referință, fie de către producătorul sistemului de testare Astfel, materialul de control cu o valoare stabilită (certificată) trebuie examinat în mai multe repetări folosind acele sisteme de testare și analizoare care sunt utilizate în practica zilnică a CDL La validarea unui material de control într-un anumit laborator, este posibil să se obțină un rezultat care diferă de cel certificat Pot exista mai multe motive pentru o astfel de abatere: designul sistemului de testare diferă de cel al sistemului de testare de referință (de exemplu, la măsurarea HB Ag, sunt adsorbiți anticorpi la epitopii proteinei virale, alții decât cei din sistemul de testare de referință în godeul plăcii), este utilizat un principiu de măsurare diferit (de exemplu, , nu chemiluminiscența, folosită în multe sisteme de testare la nivel de referință, dar ELISA) etc Validarea vă permite să luați în considerare eroarea sistematică a măsurării și să introduceți un factor de corecție adecvat în rezultate STUDII VIROLOGICE Materialele de control necaracterizate sunt, de asemenea, rulate în afara DTC și diferă de cele caracterizate prin aceea că concentrația analitului din ele este necunoscută (de exemplu, ser pozitiv ridicat sau scăzut) sau stabilită printr-o metodă de non-referință și nu a fost validată conform unui standard general standard internațional acceptat Materialele necaracterizate sunt supuse unei proceduri de validare în laborator cu determinarea propriei concentrații intralaboratoare a analitului În acest caz, concentrația stabilită de analit într-un astfel de material de control poate diferi de cea adevărată, ceea ce se datorează unei erori sistematice introduse de sistemele de testare și analizoarele utilizate Cu toate acestea, chiar și un astfel de material de control face posibilă efectuarea VLQC și detectarea eficientă a erorilor aleatorii care apar în timpul măsurării cantitative a analitului analizat Cu toate acestea, utilizarea materialelor de control necaracterizate nu face posibilă eliminarea erorii sistematice a măsurătorilor cantitative efectuate în laborator Al treilea tip de material de control utilizat în activitățile FLCC este așa-numitele controale la domiciliu, adică serul grupat colectat în laborator, caracterizat și alicotat pentru uz zilnic Acesta este tipul cel mai puțin preferat de materiale de control, deoarece pregătirea lor nu exclude nu numai eroarea sistematică de măsurare, ci și posibilitatea unei erori aleatorii (folosirea de probe fals pozitive sau fals negative la reunire) Comenzile de acasă ar trebui folosite numai atunci când primele două tipuri de materiale de control nu sunt disponibile Cerințe de bază pentru materialele de control acasă: • materialul de control trebuie să fie slab pozitiv, adică diluarea de lucru a serului auditat se efectuează până la obținerea unui rezultat slab pozitiv; • numărul de analiți ar trebui să fie mai mic decât controlul pozitiv, dar un cut-off mai mare; de obicei se utilizează o valoare de x ROI; • valoarea analitului de măsurat trebuie să se afle pe porţiunea liniară a curbei de calibrare Pentru a pregăti materialul de control, cantitatea necesară de material de control este mai întâi determinată pe baza nevoilor prevăzute pentru analize de laborator pe termen lung (de la șase luni la un an) Apoi se calculează numărul total de loturi de material de control care vor fi scoase din depozit (de obicei depozitarea pe termen lung a materialelor de control pentru studiile serologice se efectuează la - ° C, pentru biologie moleculară - la - ° C și mai jos) Pentru utilizare directă în câteva zile, depozitarea pe termen scurt a materialelor de control pentru detectarea antigenelor particulelor virale sau a anticorpilor împotriva acestora este permisă la o temperatură de °C în zona de lucru (dar nu mai mult de săptămână) În etapa următoare, se determină o diluție de lucru a serului auditat foarte pozitiv și se prepară cantitatea necesară de material de control (este mai bine să se dilueze cu ser/plasmă uman negativ) Un conservant (de exemplu azidă de sodiu) trebuie adăugat la materialul de control pentru a preveni dezvoltarea bacteriilor Următorul pas este validarea materialului de control Pentru a face acest lucru, se efectuează teste de stabilitate (conținutul de analit este măsurat după , , și săptămâni de depozitare în stare înghețată) și de variație între serii (conținutul de analit este determinat în diferite loturi de depozitare) ) O scădere nesigură a conținutului de analit în timpul depozitării timp de cel puțin săptămâni și între ele Cercetare VIROLOGICĂ variație în serie de cel mult % (de preferință nu mai mult de %) în diferite loturi de depozitare Materialul de control la domiciliu validat este alicotat (mărimea alicotului corespunde volumului probei analizate utilizat în studiu), etichetat și depozitat Aplicati material de control la domiciliu, precum si alte tipuri de materiale de control, in mod constant, la fiecare analiza Lipsa documentelor de reglementare pentru controlul calității metodelor de cercetare non-cantitative rămâne o problemă semnificativă a VLKK Problema este deosebit de acută pentru studiile clinice de laborator ale bolilor cauzate de infecții virale Spre deosebire de alte secțiuni ale diagnosticului clinic de laborator (biochimie, hematologie etc ), diagnosticul de laborator al bolilor infecțioase, inclusiv cele virale, se bazează (în special în etapa de screening) pe o metodă de măsurare calitativă, deoarece o determinare calitativă fiabilă a unui analit ( de exemplu, anticorpii la HIV sau ADN papilomavirus tip / ) sunt suficienți pentru un diagnostic de laborator Totuși, chiar și obținerea unui rezultat pozitiv sau negativ al cercetării face posibilă aplicarea aparatului matematic al calimetriei de laborator pentru metodele de cercetare calitativă Metodele moderne de diagnosticare de laborator, cum ar fi ELISA și PCR în timp real, folosesc echipamente care le oferă în termeni cantitativi pentru a înregistra rezultatele Cu o concentrație stabilă a analitului și performanța corectă a ELISA calitativ, acești parametri vor fi aceiași (sau aproape), ceea ce le permite să fie utilizați pentru a construi diagrame de control și a evalua conform regulilor Westgart Cu toate acestea, trebuie avut în vedere că pentru analiza statistică nu trebuie luate valorile absolute ale parametrilor obținuți, ci valorile relative, de exemplu, atunci când se construiește o diagramă de control a rezultatelor determinării calitative a HBsAg, seropozitivitatea coeficientul [CS este raportul dintre densitatea optică (OD) a materialului de control și OD] este luat ca valoare numerică În viitor, datele obținute sunt analizate în același mod ca și datele metodelor de cercetare cantitativă, folosind criterii de interpretare similare Ce face posibilă evaluarea aplicării unei astfel de abordări la VLKK? Deci, dacă în timpul efectuării unui studiu calitativ conform datelor din diagrama de control, valoarea SC a fost obținută sub medie cu mai mult de S, se poate presupune că, ca urmare a unei erori aleatorii, subdetectarea unui nivel slab vor apărea probe pozitive În consecință, ar trebui să analizați cu atenție mostre cu valori apropiate, dar sub ODcrit, le puteți analiza din nou Dacă, într-un studiu calitativ, valoarea COP este obținută peste medie cu mai mult de S conform diagramei de control, se presupune că, în urma unei erori aleatorii, vor fi detectate probe fals pozitive Astfel, utilizarea sistemului de analiză statistică a rezultatelor VLKK pentru metode cantitative de cercetare face posibilă creșterea fiabilității rezultatelor și pentru metodele calitative Următoarea componentă a sistemului de control total al calității este sistemul de management al datelor din laborator Lucrul bine structurat cu date poate reduce semnificativ numărul de erori în etapele pre- și post-analitice ale procesului de laborator Veriga cheie în această componentă a sistemului de asigurare a calității unei unități medicale moderne este un sistem de informații de laborator axat pe lucrul cu datele despre pacienți Cea mai dificilă parte a activității CDL în ceea ce privește gestionarea datelor este înregistrarea probelor și introducerea datelor pacienților Un formular de cerere bine conceput pentru teste de laborator, respectarea cerințelor de completare, trecerea la documentația electronică și codurile de bare ale probelor fac posibilă evitarea multor canale STUDII VIROLOGICE Celar erori la efectuarea testelor de laborator la stadiul preanalitic Livrarea rezultatelor testelor către utilizatorul final (spital sau pacient) în formă electronică reduce numărul de erori materiale în procesul de laborator în etapa post-analitică, reduce timpul total de finalizare a testului și îmbunătățește calitatea testelor de laborator Un sistem de informații de laborator configurat corespunzător este esențial atât pentru munca de rutină de laborator, cât și pentru dezvoltarea unui sistem de control al calității O bază de date organizată rațional de pacienți face posibilă efectuarea unei analize statistice adecvate a studiilor efectuate și planificarea măsurilor pentru VLKK pentru viitor, inclusiv din punct de vedere al logisticii procesului Desigur, informatizarea procesului de laborator impune și cerințe sporite asupra calificărilor personalului de laborator Astfel, sistemul de asigurare a calității este un proces multicomponent de tip rețea cu relații complexe complexe între părțile individuale ale sistemului Pentru a informa în timp util angajații despre măsurile de asigurare a calității, despre schimbările în activitatea laboratorului, pentru a preveni duplicarea documentelor, pierderea sau direcționarea greșită a acestora, în CDL ar trebui dezvoltat un sistem intern de management al documentelor Ar trebui să reglementeze procedura de notificare a angajaților și modul în care aceștia se familiarizează cu un anumit document, să stabilească procedura și termenii de stocare a documentației de laborator și a plumbului pentru aceasta t minciuna Este, de asemenea, una dintre componentele sistemului de control total al calității Următoarea componentă a sistemului de control total al calității este sistemul de supraveghere a situațiilor de urgență și măsurile de eliminare a posibilelor consecințe ale unor astfel de situații Din păcate, este imposibil să evitați situațiile de urgență în activitatea CDL (de exemplu, o întrerupere de urgență a curentului electric, defecțiunea analizorului, defecțiunea serverului sau a stației de lucru etc ), dar vă puteți pregăti pentru ele și le puteți minimiza consecințele Pentru a face acest lucru, dezvoltați un sistem de supraveghere a posibilelor situații de urgență Pentru a asigura calitatea muncii CDL într-o astfel de situație, este nevoie de un set de documente de reglementare interne care să indice procedura de abordare a situațiilor de urgență, persoanele responsabile pentru eliminarea acestora, opțiunile preferate pentru asigurarea bunei funcționări a acestora laborator, etc Trebuie avut în vedere că chiar și un sistem VLKK organizat corespunzător, personal instruit și un sistem dezvoltat de documentare pentru un sistem de asigurare a calității vor fi caracteristici pur formale dacă nu există un sistem funcțional pentru asigurarea implementării măsurilor de control al calității Este necesar să se definească clar și să se introducă cu strictețe în activitatea zilnică a CDL toate componentele sistemului de control total al calității cercetării de laborator Sistemul de asigurare a implementării măsurilor de asigurare a calității reglementează procedura de implementare a măsurilor de control al calității, determină persoanele responsabile cu aceasta și stabilește termenele de implementare a măsurilor de implementare a măsurilor Orice laborator de diagnosticare este o instituție care oferă servicii de diagnosticare utilizatorului final De regulă, calitatea activității CDL în fazele pre și post-analitice este determinată de o altă componentă a sistemului de asigurare a calității - sistemul de lucru cu consumatorii de servicii de laborator (unități sanitare și pacienți) Toate eforturile personalului de laborator la etapa analitică pot fi ușor reduse la zero dacă răspunsul nu ajunge la utilizatorul final sau ajunge la utilizatorul greșit Acest lucru este deosebit de important din punct de vedere al legalității și eticii medicale, deoarece rezultatele studiilor de diagnosticare a bolilor infecțioase cauzate de viruși au adesea o semnificație socială și psihologică extrem de importantă (de exemplu, rezultatul unui test pentru HIV, hepatita B) și C etc ) STUDII VIROLOGICE În același timp, nu este suficient doar să efectuați în mod clar și fiabil teste de laborator, este necesar să le faceți ușor de înțeles pentru clinician De exemplu, în studiile cantitative pentru determinarea anticorpilor IgG la infecțiile virale cu imunitate nesterilă (herpes tip I-II, citomegalovirus etc ), este util să se indice valorile limită ale valorii dorite, interpretarea lor , sau diagnostic de laborator Este posibil ca medicul clinicii să nu cunoască valorile limită, iar apoi rezultatul studiului își va pierde valoarea pentru el In afara de asta CDL ar trebui să interacționeze activ cu HCI: nu numai să primească mostre și să trimită răspunsuri, ci și să desfășoare activități continue pentru a crește nivelul de conștientizare al angajaților HCI cu privire la caracteristicile diagnosticului clinic de laborator al bolilor infecțioase virale, apariția de noi tipuri de studii, particularitățile interpretării rezultatelor cercetării etc Laboratorul ar trebui să elaboreze și să aprobe standardele pentru calendarul tuturor tipurilor de cercetare, procedura de emitere a răspunsurilor, organizarea de consultații pentru personalul unității medicale și pacienți pe baza rezultatelor studiului materialului biologic trimis la laborator etc Această componentă a sistemului de control al calității este strâns legată de sistemul de management al datelor și structura organizatorică a instituției O activitate de evaluare a calității ar putea fi testarea periodică a panourilor criptate de probe de către personalul de laborator Evaluarea externă a controlului calității ar putea fi efectuată de către reprezentanți ai comunității profesionale cu înaltă calificare, sau de către angajați ai unui laborator de referință implicat în diagnosticarea bolilor infecțioase: virale Astfel de inspecții ajută la identificarea deficiențelor în activitatea sistemului de calitate CDL și la eliminarea acestora în timp util Activitățile de biosecuritate și organizarea muncii a specialiștilor la locul de muncă reprezintă o altă componentă a sistemului de asigurare a calității muncii de laborator Cele mai multe dintre studiile efectuate în diagnosticul de rutină al bolilor virale infecțioase sunt asociate cu analiza materialului potențial infecțios aparținând grupului de patogenitate II-IV Desigur, echipa CDL este obligată să respecte cu strictețe toate măsurile de biosecuritate, depunând eforturi pentru a obține fiabilitatea și acuratețea maximă a cercetării Funcționarea eficientă a sistemului de asigurare a calității cercetării de laborator ar trebui să țină cont de cerințele normelor și regulilor sanitare Astfel, o abordare modernă a organizării unui sistem de asigurare a calității pentru cercetarea clinică de laborator pentru diagnosticarea bolilor infecțioase ar trebui să fie totală, adică omniprezentă Include toate aspectele instituției de laborator Controlul calității trebuie să fie continuu (zilnic) și să privească toate tipurile de cercetări efectuate în laborator Tot personalul de laborator trebuie să fie implicat în activitatea de asigurare a calității LISTA LITERATURII RECOMANDATE Virologie Metode - M : Mir, - p Probleme de virologie generală / Ed ÎN Jilinskaia - St Petersburg; Pskov: Casa Presei, - p Metode de cultivare a celulelor / Ed G P Pinaeva și N S Bogdanova - Sankt Petersburg: Editura Universității Politehnice - p Mirzabekov A D , Prokopenko D V , Chechetkin V R Utilizarea biocipurilor matriceale cu ADN imobilizat în biologie și medicină // Tehnologii biomedicale informaționale / Ed V A Knyazheva și K V Sudakov - M : GEOTAR-MED, - S - Organizarea muncii laboratoarelor care utilizează metode de amplificare a acidului nucleic atunci când se lucrează cu materiale care conțin microorganisme din grupele de patogenitate I- V: Ghid MU - - M : Gossanepidnadzor STUDII VIROLOGICE Pozdeev O K Microbiologie medicală / Ed IN SI Pokrovsky - M : GEOTAR-MED, - p Ordinul Ministerului Sănătății al Federației Ruse nr din februarie "Cu privire la sistemul de măsuri pentru îmbunătățirea calității cercetării de laborator clinic în instituțiile de asistență medicală din Federația Rusă? - Ordinul nr din octombrie al Ministerului Federației Ruse al Federației Ruse "Cu privire la utilizarea sistemelor de testare imunoenzimatică în practica medicală pentru a detecta antigenul de suprafață al virusului hepatitei B (HBsAg) și anticorpii împotriva hepatitei C virusul (anti-HCV) în serul din sânge uman " Reguli sanitare și epidemiologice "Siguranța lucrului cu microorganisme din grupele III-IV de patogenitate (pericol) și agenți patogeni ai bolilor parazitare" SP - - Serviciul Federal de Supraveghere a Protecției Drepturilor Consumatorului și a bunăstării umane, Reguli sanitare și epidemiologice "Siguranța lucrului cu microorganisme din grupele I-II de patogenitate (pericol)" SP - - Ministerul Sănătății al Rusiei, Reguli sanitare și epidemiologice "Procedura de emitere a unei concluzii sanitare și epidemiologice privind posibilitatea de a lucra cu agenți patogeni ai bolilor infecțioase umane din grupele de patogenitate I-IV (pericol), microorganisme modificate genetic, otrăvuri de origine biologică și helminți" SP - - Ministerul Sănătății al Rusiei, Chandler D , Roberson R Microscopia optică și electronică în medicină și biologie: Per din engleza - M : Intelect, - p Chechetkin V R , Prokopenko D V , Makarov A A , Zasedatelev A S Biocipuri pentru diagnosticare medicală // ww^ NANORF RU Nanotehnologii rusești Cercetare și dezvoltare - - T - Nr - - S - Edwards K Logan J , Saunders N Real-time PCR: An Essential Guide - Wymondham: Horizon Bioscience, - p Capitolul Virologie privată adenovirusuri Taxonomie Familia Adenoviridae (adenovirusuri) include patru genuri: Atadenovirus, Aviadenovinș Mastadenovirus, Siadenovirus În cadrul genurilor, membrii familiei sunt împărțiți în grupuri în funcție de gazda naturală Gama de gazde include reptile, amfibieni, păsări, mamifere și oameni Mai multe subgrupuri și serotipuri ale virusului pot fi combinate într-un singur grup Adenovirusurile patogene pentru om aparțin genului Mastadenovirus și sunt abreviate ca HAdV (Hitap AdenoVirus) Distribuția adenovirusurilor umane după tropismul tisular, în funcție de subgrupul și serotipul virusului, este prezentată în tabel - Tabelul - Adenovirusuri umane Subgrup Serotipuri Tropism A , , Căile intestinale și respiratorii B , , , , , , , -a Căile respiratorii C , , Căile respiratorii și intestinale D - , , , , , , - , - , - , Țesuturile oculare E -a Căile respiratorii F , Tractul intestinal Rolul adenovirusurilor în patologia infecțioasă umană este diferit Virușii din subgrupele A (serotipul ), B (serotipurile , , , , ), C (serotipurile , , ) pot provoca pneumonie severă, bronșită și bronșiolită la pacienții cu imunodeficiențe diferite etiologie Virusurile din subgrupele B ( , , , , -a serotipuri) și C ( , -a serotipuri) pot provoca infecție respiratorie acută În dezvoltarea keratoconjunctivitei epidemice, rolul principal îi revine adenovirusului serotip (subgrupa D) Reprezentanții subgrupurilor A, C și F sunt agenții cauzatori ai infecțiilor virale intestinale acute Răspândirea infecției cu adenovirus poate fi efectuată pe căi aeriene, alimentare și de contact virologie privată Caracterizarea virusului Adenovirusurile sunt responsabile pentru aproximativ % din infecțiile virale umane semnificative clinic Structura virionului este prezentată în Fig - Virionul adenovirus nu are înveliș lipidic Masa sa este de - MDa Un virion matur constă dintr-o capsidă, fibrile, un miez (miez) și proteine asociate Capsida adenovirusurilor are un diametru de - nm și forma unui icosaedru, din vârfuri din care se extind filamente - fibrile lungi de - nm Capsida este construită din capsomere, dintre care sunt hexoni, formând de fețe unghiulare; Încă sunt peptone Hexonul este adiacent la șase din aceleași subunități și constă din trei molecule de proteine identice Fiecare penton este format din cinci molecule de proteine și este înconjurat de hexoni peripentonici Fibrilele constau din trei polipeptide glicozilate identice care acționează ca receptori care adsorb virusul pe celulele sensibile Tipul de simetrie a capsidei este cubic Genomul adenovirusului este reprezentat de ADN liniar dublu catenar În procesul de reproducere a virusului, se sintetizează proteine timpurii (nestructurale), care sunt necesare pentru replicarea ADN-ului viral, iar mai târziu, proteinele structurale ale virionului Proteina II este unitatea structurală a unui hexon; proteina IP este o unitate structurală a pentonului; proteina IIIa este implicată în asocierea hexonilor peripentonici cu peptona; IV - polipeptidă glicozilată, subunitatea structurală a fibrilei; IX - asociat cu partea centrală a feței triunghiulare a icosaedrului; proteinele VI și VIII sunt situate pe partea interioară a capsidei și sunt structuri care cresc stabilitatea acesteia; proteinele de bază - V, VII, X - contribuie la plierea corectă a ADN-ului virionului în interiorul capsidei Greutatea moleculară a proteinelor structurale variază de la (proteina X) la (proteina II) kDa Virionul are activitate antigenică asociată cu proteinele hexon, penton și fibrilă Antigenul A (hexonul) este un gen o- și un grup anti-specific Orez - Structura adenovirusului Nehop (antigen ) - hexon (antigen A) Baza pentonului - baza pentonului Penton (antigen B) - penton (antigen B) Fibră (antigen C) - fibrilă (antigen C) VIROLOGIE PRIVATĂ o genă comună tuturor membrilor familiei Adenovlfidae Antigenul B (penton) are activitate de endonuclează și provoacă efectele toxice ale adenovirusurilor Antigenul C (fibrile) este un antigen specific de tip cu activitate hemaglutinantă Anticorpii viralizanți sunt produși împotriva determinanților antigenici ai antigenelor A și C Adenovirusurile sunt relativ rezistente la factorii de mediu: timpul de inactivare la °C este de de minute La o temperatură de °C, particulele virale rămân active timp de zile; la °C - în zile Adenovirusurile tolerează bine temperaturile scăzute și liofilizarea, sunt rezistente la modificările pH-ului și la solvenți organici (eter, cloroform etc ) Metode de diagnostic de laborator Diagnosticul de laborator al infecției cu adenovirus se bazează pe: • detectarea particulelor virale, antigenelor sau ADN-ului specific virusului; • determinarea anticorpilor specifici virusului sau înregistrarea creșterii acestora Materialele pentru cercetare sunt tampon nazofaringian, tampon orofaringian, scurgeri conjunctivale, saliva, lichid amniotic și material pentru autopsie Dacă se suspectează o infecție intestinală de etiologie adenovirusului, se examinează fecalele pacientului Prelevarea materialului clinic trebuie efectuată cât mai devreme posibil, de preferință atunci când apar primele simptome clinice ale bolii, nu mai târziu de a - -a zi a bolii Materialul de autopsie trebuie obținut cât mai curând posibil după moartea pacientului Pentru studiile serologice se folosesc următoarele materiale • Serul sanguin al unui pacient obţinut în a -a- zi de boală (pentru a determina fracţia IgM-anticorp) Prezența anticorpilor IgM, indiferent de nivelul acestora, este un indicator al infecției acute • Ser sangvin pereche al pacientului obtinut in perioada precoce si in stadiul de convalescenta O creștere de patru ori a Ab indică un diagnostic pozitiv Adenovirusul, antigenele sale și ADN-ul pot fi detectate în probele clinice prin următoarele metode • EM translucid al particulelor virale • Izolarea virusului in cultura celulara urmata de identificarea in reactii imunologice • Metoda imunofluorescenței (MIF) • Imunotest enzimatic pentru detectarea antigenelor virale (ELISA) • Imunocromatografie • PCR Anticorpii la adenovirus sunt determinați în următoarele teste serologice • Reacții de legare a unui complement (RSK) • Reacții de neutralizare • ELISA pentru detectarea anticorpilor specifici virusului Algoritmul de cercetare de laborator este determinat de severitatea manifestărilor clinice ale bolii Odată cu dezvoltarea diareei acute la copiii mici sau a bronhopneumoniei severe la pacienții cu imunodeficiențe, când diagnosticul în timp util este extrem de important, se acordă preferință metodelor de diagnostic precoce De regulă, acestea sunt MIT, ELISA pentru detectarea antigenelor virale, ELISA pentru detectarea anticorpilor IgM, PCR În cazurile îndoielnice, se folosesc teste de confirmare Diagnosticul serologic al infecției cu adenovirus se realizează, de regulă, în RSC utilizând seruri de pacienți pereche, obținute la intervale de - săptămâni Ca, de fapt, o metodă de diagnostic retrospectiv, reacția de VIRUSLO PRIVAT! ȘI EU Ionii de complement sunt utilizați pentru a diagnostica cazurile clinic ușoare ale bolii, pentru a efectua diagnosticul diferențial ca test de confirmare Diagnosticul de laborator al infecției cu adenovirus se poate baza pe izolarea virusului în cultura de celule HeLa sau Hep- , urmată de tastarea CSC sau PH Trebuie avut în vedere faptul că izolarea și identificarea ulterioară a virusului este o procedură laborioasă și îndelungată Pentru acumularea virusului într-o cantitate suficientă pentru reacțiile imunologice, sunt adesea necesare mai multe ( - ) treceri consecutive (oarbe) ale materialului clinic inițial în cultura celulară De regulă, izolarea adenovirusului în cultura celulară este utilizată ca test de confirmare Diagnostic diferentiat Diagnosticul diferențial trebuie efectuat cu alte boli acute cauzate de viruși Aceasta este o infecție respiratorie sincițială, parainfluenza , , tipuri, gripa A și B, precum și gastroenterita acută, ai căror agenți cauzali sunt astrovirusuri, calicivirusuri, coronavirusuri, rotavirusuri, toravirusuri, enterovirusuri Ca și în cazul altor infecții, diagnosticul se stabilește printr-o combinație de clinice date epidemiologice și teste de laborator ASTROVIRUSURI Astrovirusurile sunt viruși neînveliți, de formă icosaedrică, cu ARN monocatenar (informațional) Familia Astroviridae este subdivizată în două genuri, după cum a decis de Comitetul Internațional pentru Taxonomia Virușilor; Mamasțrovirus, care infectează mamiferele, și Avastrovirus pasăre izbitoare Dimensiunile virionului sunt de la la nm în diametru și au stele unice cu cinci sau șase colțuri care sunt vizibile la microscop electronic pe suprafața lor, ceea ce a dat numele familiei (din grecescul astrori - "stea" Conțin o catenă pozitivă de ARN cu o dimensiune de , kb, care conține trei cadre de citire deschise (ORF); ORF Ia și b care codifică proteine nestructurale și ORF care codifică o proteină structurală Au fost descrise mai multe proteine virale, inclusiv o proteină de kDa care interacționează cu anticorpi monoclonali specifici pentru capside virală Mai sunt cunoscute trei proteine structurale (aproximativ kDa) Analiza genomului viral a făcut posibilă izolarea astrovirusurilor într-o nouă familie de viruși care conțin ARN, Astroviridae Pe baza datelor serologice, au fost identificate opt serotipuri de astrovirusuri umane (HAatfV-l-HAastV- ), dintre care primul a fost dominant Toate cele opt soiuri antigenice au fost adaptate la creșterea pe culturi celulare care folosesc tripsina ca supliment la mediul de cultură A fost donat ADN-ul (ADNc) al astrovirusului uman al primului serotip (Oxford schamma) Când un mesager închis (cappeâ) sintetizat din acest ADN a fost folosit pentru a infecta o cultură de celule CaCo- , s-a dezvoltat infecția, un sistem de studiere a ansamblării virusului VIROLOGIE PRIVATĂ Stabilitate în mediul extern Astrovirusurile sunt relativ rezistente la schimbările critice ale pH-ului și temperaturii, expunerea la UV și nivelurile de clor întâlnite în mod obișnuit în piscine După o expunere de două ore a astrovirusurilor la apă cu o concentrație de clor liber de mg/l, se observă infecțiozitate reziduală Astrovirusurile se caracterizează prin viabilitatea pe termen lung în obiectele din mediu (suprafețe poroase și neporoase) în intervalul de temperatură de la la °C și umiditate ridicată Din punct de vedere al viabilității în mediu, astrovirusurile sunt superioare poliovirusurilor și adenovirusurilor, ușor inferioare rotavirusurilor și virusului hepatitei A Astfel, răspândirea contact-gospodărească a astrovirusurilor poate juca un rol semnificativ în transmiterea secundară a agentului patogen Metode de diagnosticare a bolii Materialul clinic folosit pentru diagnostic sunt fecalele pacientului Pentru studiile virologice se utilizează ELISA sau PCR, pentru care probele fecale sunt colectate în sticlă sterilă Dacă probele de fecale nu sunt prelevate imediat, probele de scaun pentru testarea astrovirusurilor trebuie păstrate într-un congelator Metode de cercetare: • RT-PCR - vă permite să determinați ARN-ul tuturor celor serotipuri ale virusului • Hibridarea ARN • ELISA - pentru detectarea antigenelor virale Diagnostic diferentiat Rotavirus (grupa A), adenovirusuri intestinale, calicivirusuri, enterovirusuri Algoritm de cercetare: ELISA hibridizare ARN microscopie electronică RT-PCR VIRUSUL RABICII Taxonomie Virusul rabiei aparține ordinului Monanzgavirales, familia Rhabdoviridae Familia Rhabdoviridae este reprezentată de cele mai comune virusuri din natură Acesta acoperă șase genuri și numeroase virusuri neclasificate care infectează vertebrate, nevertebrate și plante Dintre rabdovirusurile, lyssavirusurile sunt de cea mai mare importanță pentru patologia oamenilor și animalelor Natura globală a distribuției lisavirusurilor, patogenitatea și letalitatea ridicate, lipsa tratamentelor pentru bolile dezvoltate au pus lisavirusurile pe unul dintre primele locuri în ceea ce privește importanța pentru sănătatea umană și animală Pe baza deciziei ICTV din , genul Lyssavirus este reprezentat de specii (Tabelul - ) Printre lyssavirusuri, există reticulare antigenică la nivel de nucleoproteină Nivelul omologiei secvenței de aminoacizi atinge - % Acest lucru face posibilă crearea unui preparat de diagnostic comun pentru toate lyssavirusurile (metoda anticorpilor fluorescenți) B VIROLOGIE PRIVATĂ Tabelul - Genul Lissavirus Specie Genotip Virusuri Surse de izolare Aria de răspândire Virusul rabiei: mamifere sălbatice și vaccinale WB Europa, Asia, America (Nord, Sud), Africa Lagos Bath Carnivore, lilieci, câini, pisici Africa Centrală și de Sud scorpie Mokola, oameni, câini, pisici Africa Centrală și de Sud Duvenhage Insectivore, lilieci, oameni Africa de Sud, Zimbabwe Lisavirusul liliecilor european de tip Insectivora, lilieci, oameni Europa, Rusia Lisavirusul liliecilor european de tip Insectivore, lilieci, oameni Europa Australian bat lyssavirus Carnivore și insectivore, lilieci, oameni Australia Filipine Aoavan Insectivore, lilieci Kârgâzstan Virusul liliecilor din Caucazia de Vest Aceeași regiune caucaziană Irkut Aceeaşi Siberia de Est Khujand Același Tadjikistan Caracterizarea virusului Virionii sunt în formă de glonț, aproximativ nm lungime și nm în diametru Virionul este format dintr-un genom nesegmentat, reprezentat de o moleculă de ARN negativ răsucit spiralat și cinci proteine structurale: nucleoproteină (N), fosfoproteină (P), proteină matrice (M), glicoproteină (G) și ARN polimerază dependentă de FHK sau mare proteina (L - Proteiri mare) ARN-ul genomic este neinfectios Infecțiozitatea este deținută de nucleocapsid sau ribonucleoproteina, constând din ARN genomic strâns răsucit cu trei proteine interne (L, N, P) Nucleocapsidul este "îmbrăcat" de proteine membranare (M G) și de o membrană lipidică cu două straturi, prin care ies vârfuri de glicoproteine lungi de , nm Temperaturile scăzute păstrează virusul O temperatură de °C îl inactivează după - de zile, °C - după oră, CC - în - minute, °C - instantaneu Uscarea fără vid inactivează virusul în - zile În material putrezitor, moare după zile Razele UV ucid în - minute Dezinfectanții (soluții de formaldehidă, hidroxid de sodiu, înălbitor) au un efect dăunător asupra WB Virusul este rapid inactivat cu solvenți lipidici (soluție de săpun %) și soluție de tripsină , % Toate lisavirusurile cu excepția băii Lagos, provoacă encefalită fatală la om, care nu se poate distinge clinic (cu excepția virusului Mokola) Rabia este o boala neurovirala acuta transmisa omului prin muscatura unui caine, vulpe, lup si a altor carnivore infectate in natura, la randul lor, tot prin muscatura Virusul rabiei este singurul din regnul virusurilor care infectează toate mamiferele cu sânge cald, inclusiv oamenii, la scară globală, cu cea mai mare letalitate ( %) VIROLOGIE PRIVATĂ Metode de diagnostic de laborator Diagnosticarea rapidă și în timp util, bazată pe metode de exprimare fiabile și în timp util, este esențială: • pentru acordarea imediată de asistență antirabică persoanei mușcate și prevenirea dezvoltării rabiei absolut fatale la o persoană; • evaluarea situației epizootice a rabiei în rândul animalelor domestice și sălbatice, precum și a eficacității măsurilor de combatere a rabiei la animale Diagnosticul rabiei la om este intravital și post-mortem Diagnosticul pe viață se bazează pe: • privind determinarea antigenului N-proteic în secțiuni criostate ale pielii (foliculul de păr) prin imunofluorescență; • detectarea ARN-ului în secțiuni de piele criostat (folicul de păr), probe de urină, salivă, lichid lacrimal și cefalorahidian prin RT-PCR; • izolarea virusului hl vivo si in vitro, precum si determinarea anticorpilor in sange, lichid cefalorahidian al pacientilor nevaccinati Eficacitatea diagnosticului intravital este scăzută și variază de la zero la %, astfel că metodele enumerate mai sus se repetă până la stabilirea unui diagnostic METODA ANTICORPILOR DE FLUORESCARE DIRECTA Metoda directă a anticorpilor fluorescenți (PMFA) - detectarea antigenului (nucleoproteinei) virusului rabiei cu ajutorul anticorpilor monoclonali fluorescenți, este considerată "standardul de aur" pentru diagnosticarea rabiei Fenomenul de imunofluorescență face posibilă detectarea unei anumite angigen-nucleoproteine virale în celulele infectate atunci când este tratată cu anticorpi marcați Având în vedere gradul ridicat de omologie nucleotidică a nucleoproteinei reprezentanților genului lyssavirus, imunoglobulina monoclonală fluorescentă pentru nucleoproteina virusului rabiei este foarte specifică pentru toate cele tipuri de lyssavirus Metoda anticorpilor fluorescenți (MFA) dezvăluie, de asemenea, incluziuni intracelulare citoplasmatice ale nucleoproteinei în amprente sau frotiuri ale creierului, secțiuni de microtom ale creierului și măduvei spinării, precum și în cultura celulară Din fiecare probă destinată cercetării se prepară două lame, iar lamele duble sunt pregătite din probe prelevate de la animale care au mușcat o persoană; sunt privite de două microscoape de cercetare experimentate În câmpul vizual al microscopului, se observă incluziuni care strălucesc cu o culoare verde intens intens pe fundalul unui "cer" întunecat În fiecare tipărire de frotiu, sunt vizualizate - de câmpuri Forma incluziunilor verzi variază de la formațiuni mici punctate la formațiuni mari ovale, rotunde sau alungite (de la la microni) Incluziunile verzi specifice antigenului sunt ușor de distins de autofluorescența galbenă, albă și aurie Timpul necesar pentru a face un diagnostic de AMF variază de la la de minute DIAGNOSTIC MOLECULAR ŞI CERCETARE PCR și modificările acesteia, inclusiv PCR în timp real, sunt metode extrem de sensibile, dar PCR nu este recomandată de experții OMS pentru diagnosticul de rutină al rabiei din cauza posibilității de rezultate fals pozitive sau fals negative Secvențierea Secvențierea genelor proteinelor N și G, precum și a întregului genom este utilizată pentru identificarea virusurilor din grupa rabiei și a variantelor de virusuri care circulă într-o anumită zonă geografică, clasificarea virusurilor pe genuri, specii VIROLOGIE PRIVATĂ (genotipuri) și grupări filogenetice Secvențierea nu este legată de diagnosticarea de rutină Izolarea virusului Izolarea virusului urmată de identificarea acestuia în MFA este utilizată atât pentru diagnosticul intravital, cât și post-mortem al rabiei Izolarea virusului ip vivo este realizată prin cultivarea acestuia în creierul șoarecilor tineri sau în cultură celulară Pentru infecție se folosește creierul unei persoane decedate, căzut sau sacrificat în mod uman, animale turbate sau suspecte pentru rabie Din bucăți de creier (cornul lui Ammon, trunchiul cerebral, cerebelul și emisferele cerebrale), se prepară o suspensie de %, care este folosită pentru a infecta creierul a - șoareci sau culturi celulare Șoarecii sunt observați timp de de zile pentru boală sau deces Creierele șoarecilor bolnavi sau morți sunt examinate imediat de MFA pentru a confirma diagnosticul de rabie În prezența virusului în materialul infecțios, boala șoarecilor apare în ziua - Pentru a reduce perioada de observare, se folosește o familie de șoareci nou-născuți, iar după a -a zi după infectare, unul sau doi șoareci sunt sacrificați zilnic și examinați prin metoda MFA Izolarea virusului in vitro este asociată cu durata dificil de prezis a perioadei de incubație a animalelor infectate Acest dezavantaj este eliminat prin inocularea virusului rabiei într-o cultură de celule de neuroblastom de șoarece transplantabile sensibile sau BHK- (plăci cu sau de godeuri), urmată de detectarea antigenului După ore- zile, în citoplasma celulelor infectate se formează incluziuni de nucleoproteine, care sunt detectate prin metoda MFA Astfel, metoda de izolare a virusului rabiei în cultură celulară are un avantaj semnificativ (în timp) față de metoda in vivo Test imunosorbant legat Testul imunosorbent legat de enzime (ELISA) poate fi utilizat pentru a diagnostica rabia, dar riscul unor rezultate fals pozitive și fals negative nespecifice face ca utilizarea sa să fie limitată, mai ales când vine vorba de mușcături umane de la animalele suspectate de rabie Diagnosticul post-mortem Diagnosticul post-mortem al rabiei la om este extrem de eficient și se bazează pe izolarea virusului (w vivo sau in vitro), detectarea nucleoproteinei (antigen), a ARN viral sau a fragmentelor acestuia Temperaturile scăzute (sub zero) și conservarea creierului în glicerol % pot fi folosite pentru a transporta materialul de autopsie "Standardurile de aur" includ două metode: izolarea virusului (ip vivo și in vitro) și detectarea antigenului (nucleoproteinei) virusului rabiei prin metoda directă a anticorpilor monoclonali fluorescenți (MFA) Test imunohistochimic rapid direct O altă metodă, de calitate egală cu MFA, pentru detectarea antigenului virusului rabiei este un test imunohistochimic rapid direct bazat pe interacțiunea anticorpilor monoclonali conjugați cu biotină cu nucleoproteina virusului rabiei Pentru studiu, amprentele de creier proaspăt, congelat sau conservat în glicerină ale animalelor cu rabie sunt utilizate pentru scurt timp fixate în formol ( min) Un test imunohistochimic rapid direct nu necesită echipament scump, un microscop cu lumină este suficient În câmpul vizual, sunt detectate incluziuni specifice virusului de aceeași dimensiune și formă ca în MFA Metoda este destinată utilizării în centre virologice și în condiții de câmp VIROLOGIE PRIVATĂ Taxonomia virusului gripei Virușii gripali (Mikhovin influenzae} aparțin familiei Orthomyxovnidae, au un genom segmentat și sunt împărțiți în tipuri/genuri Se cunosc trei tipuri de virus gripal: A, B și C (genurile Influenzavirus A, Influenzavirus B, respectiv Influenzavirus C) Tipul de virus este determinat de proprietățile antigenice a două proteine structurale interne relativ stabile, nucleoproteina (NP) și proteina matrice (M) Subtipurile/subtipurile de virus gripal A sunt clasificate în funcție de proprietățile antigenice ale glicoproteinelor de suprafață, hemaglutinină (H) și neuraminidaza (N) Virusul gripal este agentul cauzal al unei boli acute cu un mecanism de transmitere prin aer care apare cu simptome de intoxicație generală și afectare a tractului respirator Virusurile gripale izolate de la om au trei subtipuri de antigen H (HI, H , H ) și două subtipuri de antigen N (N și N ) Virusurile gripale care circulă în rândul populației înainte de au o formulă antigenică comună: A (H N ), din până în - A (H N ), iar din - A (H N ' Virusurile gripale umane de tip A a trei dintre aceste subtipuri ( H N , H N și H N ) sunt asociate cu epidemii și pandemii pe scară largă Virusurile gripale A infectează nu numai oamenii, ci și multe specii de mamifere (cai, porci etc ) și păsări, în principal păsări de apă Virusurile gripale care circulă printre oameni, animale domestice și sălbatice și păsări sunt capabile să facă schimb de material genetic în procesul de reasortare Cu toate acestea, transmiterea între specii a virusului gripal A este un proces multifactorial complex și este extrem de rar (de exemplu, infecția oamenilor cu virusuri gripale aviare A de subtipuri H Np H N în Asia de Sud-Est) Apariția unor subtipuri complet noi ale virusului ("schimbarea") antigenică are loc la intervale neregulate și numai cu virusurile gripale A; provoacă pandemii de gripă (trei pandemii au fost înregistrate în secolul XX: în și ) Virusurile gripale B sunt mult mai puțin probabil să provoace epidemii la scară largă, iar virusurile gripale C sunt asociate cu cazuri sporadice de boală sau mici focare locale Mutațiile frecvente ale genelor care codifică glicoproteinele de suprafață ale virusurilor gripale A și B duc la apariția unor noi variante, în legătură cu care a fost dezvoltat un sistem internațional de codare, conform căruia fiecare variantă de virus primește propriul cod: - desemnarea tipului de virus (A, B sau C); - localizarea geografică a izolării; este numărul de serie al virusului izolat în laborator într-un anumit an/număr cultură; - an de izolare; - desemnarea subtipului antigenic Exemple; tulpina A/Beijing/ / (H N ), tulpina A/Japan/ / (N ,Gf), tulpina A/Sydney/ / (H,N); tulpina B/Yamanashi/ b / ) Dacă virusul a fost izolat de la un animal (și nu de la un om), numele prescurtat al animalului este dat după tipul de virus Caracterizarea virusurilor Virionii virusurilor gripale A și B au o structură sferică și o dimensiune de aproximativ nm, deși se găsesc și forme filamentoase Particule de virus gripal A VIROLOGIE PRIVATĂ conține aproximativ % ARN, % proteine, % lipide și - % carbohidrați Virionii cu o masă moleculară de MDa au o înveliș lipoproteic Trei proteine virale (virusul gripal B- ) pătrund în stratul lipidic și formează suprafața exterioară a virionului Două dintre ele sunt glicoproteine virale: hemaglutinina (HA) și neuraminidaza (NA) Ele formează suprafața particulei virale Împotriva NA și NA este direcționată imunitatea antivirală În virusul gripal C, în înveliș există o singură glicoproteină, HE, care combină funcțiile hemaglutininei și acetilesterazei HA, NA și IE sunt proteine transmembranare Regiunile lor transmembranare hidrofobe pătrund în stratul lipidic al învelișului virusului A treia proteină transmembranară a învelișului viral este desemnată ca M pentru virusul gripal A, BM pentru virusul gripal B și CM pentru virusul gripal C Învelișul interior al virusului este format din proteina M , care este prezentă cel mai abundent în particula virală (până la de molecule per virion în virusul gripal A) Nucleocapside virusurilor gripale este reprezentată de catene ribonucleoproteice care conțin ARN viral și proteine Materialul genetic al virusului este reprezentat de o catenă minus monocatenară de ARN, constând din opt fragmente care codifică proteine virale Fiecare segment de ARN codifică una sau două proteine virale Virusul gripal are o rezistență slabă la factorii fizici și chimici, este distrus la temperatura camerei în câteva ore (moare în aer după aproximativ ore, la suprafața obiectelor - după - zile), în timp ce la temperaturi scăzute (de la - °С la - °С) rămâne câțiva ani Datorita rezistentei la temperaturi scazute, poate fi depozitat in mediul extern pana la saptamani Virusul gripal moare rapid la încălzire (încălzirea la o temperatură de - CC determină inactivarea virusului în câteva minute), uscare, atunci când este expus la concentrații scăzute de clor, ozon, radiații ultraviolete (în mediul extern, gripa) virusul moare destul de repede sub acțiunea luminii solare) Virusul este sensibil la acțiunea dezinfectanților convenționali Metode de diagnostic de laborator MATERIAL CLINIC PENTRU STUDII DE LABORATOR În mucusul secretat de pacienții din nazofaringe la strănut și tuse, virusul gripal poate persista destul de mult timp Pentru izolarea virusurilor gripale, materialul clinic studiat este tampoane din nas, faringe și peretele posterior al faringelui, tampoane din partea nazală a faringelui, material secțional (fragmente de trahee, bronhii, plămâni) Uneori, sângele și lichidul cefalorahidian sunt folosite pentru a izola virusurile Perioada optimă de luare a materialului clinic este primele - zile de la debutul bolii Pentru transportul materialului colectat la laborator se folosește un mediu cu stabilizator proteic, care contribuie la o conservare mai îndelungată a activității infecțioase a virusului gripal Aceasta poate fi soluția lui Hank sau mediu nr , mediu Eagle cu , % albumină serică bovină sau , % gelatină sau chiar , % lapte degresat Puteți utiliza soluție salină tamponată - soluție tampon fosfat , M, pH = , + , + , M clorură de sodiu cu albumină serică bovină , % Înainte de a pleca la materialul de testat, mediul se toarnă în eprubete sau flacoane de , ml, se adaugă UI/ml penicilină, μg/ml streptomicina, μg/ml neomicina, μg/ml micostatina Materialul pentru diagnosticul serologic al gripei este unul sau două seruri de sânge (pereche) VIROLOGIE PRIVATĂ METODA ANTICORPILOR FLUORESCANT (MFA) Metoda anticorpilor fluorescenți (MFA) este o metodă destul de simplă de diagnostic rapid ( - ore din momentul livrării materialului clinic la laborator), în care incluziunile virale sunt detectate în frotiurile epiteliului mucoasei nazale în timpul primele zile ale bolii De asemenea, este utilizat pentru a detecta antigenele virusului gripal în probe de material secționat prin examinarea amprentelor bucăților de țesut pulmonar, precum și a traheei și bronhiilor cu seruri luminescente hiperimune specifice virusurilor gripale A (HjNJ, A (H, N ) și B METODA DE TESTARE IMUNĂ ENZIMĂ Metoda imunoenzimatică (ELISA) care vizează detectarea antigenelor virusului gripal în materialul clinic al nazofaringelui și al tractului respirator superior nu a fost utilizată pe scară largă din cauza sensibilității insuficiente și a capacității limitate de a testa diferențele de subtipuri/tulpini ale virusurilor gripale A (H N , H N ) , H N , H N etc ) De aceea, pentru a căuta agentul patogen în infecția gripală, metoda ELISA a fost rapid înlocuită cu metoda PCR, ale cărei avantaje sunt sensibilitatea, specificitatea, capacitatea de a diagnostica rapid gripa și diagnosticul diferențial al tulpinilor REACȚIA LANȚULUI POLIMERAZEI PCR este o metodă ideală pentru determinarea cantităților mici și ultra-scăzute de ARN virusului gripal în diverse materiale clinice (nativ - tampoane din nazofaringe, orofaringe, spută, lavaj bronhoalveolar, secțional - țesut pulmonar, trahee) În cazul detectării virusurilor care conțin ARN, se folosește o modificare a metodei - RT-PCR, când în prima etapă a studiului are loc sinteza enzimatică a copiilor ADN complementar din matrița ARN și fragmentele obținute pentru ADN sunt utilizate pentru a obține anumite copii Produșii de reacție sunt analizați electroforetic sau folosind fluorimetrie TESTE SEROLOGICE Testele serologice se bazează pe capacitatea virusului gripal de a aglutina eritrocitele umane sau de pui, iar anticorpii specifici inhibă acest proces, de aceea principala metodă serologică de determinare a anticorpilor antigripal este testul de inhibare a hemaglutinării (HITA), care permite distingerea subtipuri și tulpini de virusuri gripale Materialul pentru studiu este pereche de probe de ser sanguin prelevate la intervale de - zile, care sunt examinate simultan Diagnosticul de laborator se face pe baza seroconversiei - o creștere de patru ori sau mai mult a titrurilor de anticorpi în probele de sânge pereche Astfel, algoritmul optim pentru confirmarea de laborator a unui caz clinic de gripă este următorul În stadiul incipient al bolii, identificarea directă a antigenelor virale în tampoane nazofaringiene (răzuire) se realizează folosind anticorpi imunofluorescenți (MFA) și/sau folosind metoda PCR (prin amplificarea ARN viral izolat) Infecția poate fi confirmată și prin demonstrarea unui răspuns serologic specific în studiul serurilor pereche din sângele pacientului de către RTGA În ceea ce privește izolarea virusurilor gripale din secrețiile nazofaringiene și din alt material clinic prin infectarea culturii celulare sau a embrionilor de pui, aceste proceduri sunt din ce în ce mai utilizate în laboratoarele de diagnostic, dar ele VIROLOGIE PRIVATĂ necesare pentru acumularea și studiul tulpinilor circulante ale virusului gripal și sunt utilizate, de regulă, în institutele de cercetare Diagnostic diferentiat Diagnosticul diferențial al gripei ar trebui să fie efectuat cu boli respiratorii acute, o serie de alte infecții care seamănă cu gripa în ceea ce privește simptomele de intoxicație și fenomenele catarrale Acestea sunt paragripa, infecția cu adenovirus, infecția cu rinovirus, rujeola în perioada prodromală, perioada inițială (preicterică) a hepatitei virale, paratifoid A Virusul gripal H N (porcin ) TAXONOMIA Virusul gripei porcine A (H N ), izolat de la pacienții din Mexic și Statele Unite în primăvara anului (pentru prima dată în California), a primit numele oficial California / H K / / , op este o nouă gripă A virus care nu a fost detectat anterior în America de Nord Acest tip de virus a fost inițial numit gripă porcină, deoarece testele de laborator au arătat că multe dintre genele acestui nou virus sunt similare cu virusul gripal întâlnit în mod obișnuit la porcii din America de Nord Analiza secvențelor de nucleotide din baza de date GenBank a arătat că aceasta a arătat cea mai mare similitudine ( %) în gena hemaglutininei cu tulpina virusului gripal A/swine/Indiana/P / (HlN ), un reprezentant tipic al gripei porcine din America de Nord linie care circulă în Statele Unite din Noul virus include gene de la virusul gripal, care este comun la porcii din Europa și Asia, precum și gene de la păsări și oameni, ceea ce îi permite să fie numit un reasortant de trei până la patru ori O pandemie de gripă A/H N (o combinație de antigen care nu a fost observată anterior în virusurile gripale care provoacă boli la oameni sau la porci) a fost declarată de OMS la iunie În conformitate cu recomandările OMS, metoda preferată pentru diagnosticarea de laborator a gripei pandemice A noi /HlNl(sw ) este PCR MATERIAL CLINIC PENTRU STUDII DE LABORATOR Pentru testele de laborator la oameni, probele prelevate din tractul respirator superior sunt cele mai potrivite Se prelevează următoarele probe: din adâncimea orificiilor nazale (tampon nazal), nazofaringe (tampon nazofaringian), aspirat nazofaringian, aspirat faringian sau aspirat bronșic, material secționat Atunci când se iau tampoane din cavitatea nazală și orofaringe pentru testarea PCR pentru gripa porcină pandemică, nu trebuie utilizate sonde cu o bază de lemn și tampoane de bumbac Pentru acest tip de studiu, se recomandă combinarea tampoanelor din cavitatea nazală și orofaringe în primul tub cu un mediu de transport (soluție salină tamponată cu fosfat, , mol/l) și examinarea ca o singură probă Examenul virologic obligatoriu este supus materialului secționat de la decedat cu diagnostic de pneumonie sau infecție respiratorie acută Dacă se suspectează gripa pandemică A/HlNl(sw ), se recomandă efectuarea investigațiilor în două perioade scurse • Etapa Examinarea materialului biologic pentru prezența virusurilor A și B prin PCR După primirea unui rezultat pozitiv pentru detectarea virusului gripal A în prima etapă, probele de ADN în care a fost detectat ARN virusul gripal A sunt examinate în continuare VIROLOGIE PRIVATĂ • Etapa Pentru confirmarea de laborator a variantei gripei pandemice A/HlNl(sw ) (similar cu tulpina A/California/ / ), trebuie utilizat un kit pentru identificarea virusului gripal A/H N (sw) prin PCR cu hibridizare detectie fluorescenta Un caz confirmat de infecție cu gripă A/HlNl($w) este acela în care o persoană are o boală respiratorie acută cu infecție confirmată de laborator cu gripa porcină A(H N ) prin efectuarea unuia sau mai multor studii de mai sus În cazul rezultatelor negative după cea de-a doua etapă a studiului, un kit de reactivi pentru identificarea virusurilor gripale A care provoacă gripa umană sezonieră H N și H N ar trebui utilizat pentru tipărirea ulterioară Dacă proba nu este tipizată pe una dintre ținte (HA sau NA), materialul este considerat suspect pentru prezența unei noi variante antigenice a virusului gripal A și trebuie trimis la un laborator de referință pentru analize suplimentare Biosecuritate Lucrările de diagnosticare de laborator pe probe clinice de la pacienți suspectați de infecție cu virusul gripei porcine A (H N ) trebuie efectuate în condițiile BSL- , folosind echipament de protecție individuală adecvat Toate manipulările cu specimene clinice trebuie efectuate în interiorul unui cabinet de biosecuritate certificat IMUNODEFICIENȚA VIRUSĂ Taxonomie Potrivit Comitetului Internațional pentru Taxonomia Virușilor din , HIV aparține familiei Retroviridae, subfamiliei Orthoretrovirinae, genului virus Lenti O caracteristică unică a reprezentanților familiei Retroviridae este prezența unei enzime - transcriptază inversă, care realizează sinteza ADN-ului pe un șablon de ARN genomic ADN-ul este apoi integrat în genomul celulei și se numește provirus Sunt cunoscute două tipuri de HIV: HIV- , care este cel mai frecvent din lume, și HIV- , care este mai puțin frecvent Datorită diversității genetice semnificative, tulpinile HIV- sunt repartizate în trei grupuri: M este cea mai numeroasă și include nouă subtipuri de la A la H, precum și N și O Caracteristicile virusului Virionii HIV au formă rotundă și - nm în diametru Membrana exterioară a virionului, împrumutată de la celula gazdă, este pătrunsă cu proteinele proprii ale virusului Există două dintre ele - glicoproteina transmembranară gp și glicoproteina de suprafață gp Ele sunt interconectate printr-o legătură necovalentă și formează procese pe suprafața virionilor Nucleoidul virusului are o formă caracteristică alungită Învelișul nucleoidului este construit din molecule ale unei proteine numite p Între învelișul exterior al virionului și nucleoid există un cadru de - hm grosime, format din molecule proteice - proteina matricei p Nucleoidul conține două molecule de ARN monocatenar proteina p asociată cu ARN și un complex de enzime (reverse transcriptază, RNază H, integrază și protează) ARN-ul genomic HIV conține gene structurale (gag, pol, epv) și reglatoare VIROLOGIE PRIVATĂ Toate proteinele virionului HIV sunt capabile să inducă un răspuns imun atât în corpul uman, cât și în timpul imunizării animalelor de laborator Cele mai imunogene proteine ale unei particule virale sunt glicoproteinele de suprafață gp și gp , precum și precursorul lor gp Anticorpii la aceste proteine apar relativ devreme, sunt detectați la % dintre persoanele infectate și sunt mai stabili decât anticorpii la alți antigeni HIV- este inactivat prin următoarele mijloace: alcool izopropilic, alcool etilic, hipoclorit de sodiu, peroxid de hidrogen, lizol etc Se crede că pentru a inactiva infecțiozitatea HIV pentru testele in vitro, încălzirea descrisă pe scară largă a materialului care conține virusul la °C timp de de minute este suficient Cu toate acestea, există date despre infecția cu HIV la pacienți cu hemofilie care au primit factor VIII preparat din sânge screened și încălzit la °C timp de de ore ca terapie de substituție Cu alte cuvinte, nu numai virionii complet intacți pot fi HIV infecțioși, ci și HIV în cadrul complexului de integrare a capsidei (adică ARN-ul genomic al virusului și enzimele care asigură transcripția inversă și integrarea acestuia în genom) Metodele de diagnosticare a HIV sunt împărțite în două grupe: directe și indirecte În primul caz, sunt detectați fie agentul patogen în sine, fie componentele sale structurale, care includ proteine și acizi nucleici - ARN sau ADN În al doilea caz, diagnosticul se bazează pe răspunsul organismului la invazia agentului patogen Acest grup include metode serologice care vizează detectarea anticorpilor specifici agentului patogen (Ab) Din punct de vedere istoric, metodele serologice de diagnosticare a HIV au fost primele dezvoltate și aplicate în practică Metode de diagnostic de laborator METODE SEROLOGICE Metodele serologice conduc în diagnosticul HIV Acestea includ imunotestul enzimatic (ELISA) și imunoblot (IB) ELISA se caracterizează printr-o sensibilitate foarte mare (practic %) și este utilizată pentru screeningul probelor IB este utilizat pentru a confirma seropozitivitatea întrucât specificitatea acestui test este superioară ELISA La utilizarea metodelor serologice (ELISA, IB), principala problemă este prezența unei "ferestre" seronegative - perioada de la momentul infecției până la apariția At Cu ajutorul testelor ELISA de , a -a generație, Abs au fost detectați după - săptămâni Utilizarea testelor moderne (generația III, IV) a redus perioada seronegativă la - săptămâni Mai mult, testele de generație IV permit detectarea simultană a anticorpilor totali la antigenul HIV- și HIV- p în ser uman (plasmă) Apariția precoce a p în sânge (după săptămâni) este asociată cu replicarea activă a virusului în timpul fazei acute a infecției Când încep să fie detectați anticorpii împotriva HIV, antigenul p nu mai este adesea detectat ca urmare a formării unui complex între Ag și Ab Detectarea anticorpilor la HIV- grupa și HIV- se realizează prin sorbție pe faza solidă a peptidelor care reproduc epitopii imunodominanți ai proteinelor învelișului acestor virusuri Conform recomandării OMS, rezultatele pozitive în diagnosticul ELISA al infecției cu HIV ar trebui confirmate prin metoda IB, adică testul imunosorbent legat de enzime cu detectarea anticorpilor la proteinele individuale ale virusului În versiunea clasică a IB, imunosorbentul este benzi (benzi) ale unei membrane de nitroceluloză cu particule individuale adsorbite pe ele prin electrotransfer VIROLOGIE PRIVATĂ ELISA (screening) ELISA (screening) Imunoblotting (test de confirmare) Diagnosticul confirmat ■ luni Dacă rezultatul este pozitiv, re-testarea (confirmarea) se efectuează cât mai curând posibil după cea inițială DETERMINAREA CANTITATIVĂ A ARN HIV ÎN ML DE PLASMA Apariția de noi medicamente pentru tratamentul infecției cu HIV necesită metode rapide de evaluare a eficacității tratamentului Schimbările semnificative ale parametrilor clinici și imunologici necesită o perioadă lungă de timp (ani) Primele metode cantitative au fost puse în practică în - Destul de repede s-a demonstrat că nivelul încărcăturii virale (VL) este un marker de prognostic al progresiei bolii și este informativ în evaluarea eficacității terapiei Acest lucru a predeterminat introducerea lor rapidă și pe scară largă în practică pentru monitorizarea de laborator a pacienților infectați cu HPV A fost determinat un algoritm pentru examinarea pacienților în scopul inițierii în timp util a terapiei și al evaluării eficacității acesteia (Tabelul - ) Tabelul - Determinarea VL la pacienții infectați cu HIV Scop Momentul examinării Criterii de inițiere a terapiei și evaluarea eficacității acesteia Monitorizarea debitului natural La fiecare - luni > copii/mL Monitorizarea eficacității terapiei Context - după lună, Scăderea VN > , Id apoi la fiecare - luni Scăderea VL , ), sub influența razelor ultraviolete, eterului, formolului și a altor dezinfectanți și detergenți Tratamentul cu tween- protejează hemaglutininele de acțiunea epioei În prezența proteinei, virusul poate fi înghețat și dezghețat în mod repetat fără pierderea proprietăților infecțioase Virusul este capabil să se reproducă pe multe culturi de celule, dar are un efect citopatic doar asupra câtorva, în special, pe culturile de celule transplantate BHK- , RK- și Vego Temperatura optimă de cultivare este de °C Virusul rubeolei aglutinează eritrocitele porumbeilor, gâștelor, găinilor de o zi, persoanelor cu grupa sanguină ( ) și are proprietăți hemolitice Virusul este agentul cauzal al unei infecții antroponotice acute cu un mecanism de transmitere prin aer, caracterizată prin febră, catar ușor, erupții cutanate maculopapulare și mărirea ganglionilor limfatici Se înmulțește în mucoasele nazofaringelui și cervicale posterioare, occipitale, în spatele ganglionilor limfatici urechi Virusul are un efect teratogen pronunțat Forma acută de rubeolă este considerată o indicație pentru întreruperea sarcinii în primul trimestru Diagnosticul clinic al rubeolei necesită confirmare de laborator, deoarece infecția se caracterizează printr-un număr mare de forme asimptomatice ( - %) În ciuda prezenței a genotipuri de virus rubeolic, care formează două grupe filogenetice (clyde și clyde ), nu au fost identificate diferențe serologice între tulpini; un serotip este izolat După rubeolă se formează imunitatea pe tot parcursul vieții Material clinic pentru cercetare de laborator Materialul clinic este ser de sânge, pată de sânge uscat, tampoane nazofaringiene, tampoane gâtului, saliva, lichid cefalorahidian, urină, probe de biopsie și autopsie Virusul este izolat din nazofaringe cu - zile înainte de apariția erupției cutanate, dar este probabil VIROLOGIE PRIVATĂ rata eliberării sale este cea mai mare în primele zile după debutul erupției cutanate Copiii cu paisella congenitală pot excreta virusul în primul an de viață, dar frecvența de detectare a virusului scade în timp - de la % ( - luni) la % ( luni) Tampoanele și racletele nazofaringiene și orofaringiene trebuie livrate la laborator pentru examinare în decurs de de ore la o temperatură de - °C Transportul la - °C este permis Dacă este imposibil să se livreze probe pentru cercetare în timpul specificat, acestea sunt depozitate într-un mediu de transport la - °C Dacă mediul de transport comercial nu este disponibil, mediul de cultură celulară (DMEM, RPMI, Needle) poate fi utilizat Monitorizarea tulpinilor circulante presupune genotiparea izolatului Pentru aceasta, este de preferat să folosiți tampoane nazofaringiene sau sânge integral Probele nazofaringiene pot fi prelevate în trei moduri, care sunt prezentate în ordinea descrescătoare a probabilității de izolare a virusului: • aspirarea secretiilor nazale cu ser fiziologic; • tampoane din gât; • racleturi nazofaringiene sau orofaringiene Diagnosticul de rutină al infecției se bazează în primul rând pe determinarea anticorpilor specifici virusului răspunsul imun la infecție Atât anticorpii IgM cât și IgG încep să fie produși aproape simultan în momentul apariției erupției cutanate Cu toate acestea, nivelul maxim de anticorpi IgM scade în a -a săptămână de la debutul erupției cutanate și apoi scade rapid La - săptămâni de la debutul erupției cutanate, anticorpii IgM sunt detectați doar în cazuri excepționale Prezența anticorpilor IgM indică infecția primară cu virus sălbatic sau vaccin Absența anticorpilor IgM în probă, în special în primele zile după debutul erupției cutanate, nu exclude infecția, dar poate indica o sensibilitate scăzută a testului utilizat Nivelul anticorpilor IgG atinge valoarea maximă la - săptămâni de la debutul erupției, apoi scade treptat Anticorpii IgG sunt detectați mulți ani după infecție Diagnosticul de laborator al pacientului se bazează pe: • pentru depistarea anticorpilor IgM dacă serul pacientului a fost obținut de la pacient în - de zile de la debutul erupției, cu excepția cazului în care pacientul a primit vaccinul rubeolic cu până la săptămâni înainte de recoltarea probei; • seroconversia (creștere de patru ori) a anticorpilor IgG, cu condiția ca a doua probă de ser sanguin să fi fost obținută cel puțin zile mai târziu de la prima obținută în faza acută a bolii, cu excepția cazului în care pacientul a primit vaccinul rubeolic în perioada de sus până la săptămâni înainte de recoltarea probei Dacă serul sanguin este obținut mai târziu de de zile de la debutul bolii, diagnosticul se stabilește printr-un nivel ridicat de anticorpi IgG Dacă serul de la un pacient cu diagnostic clinic de rubeolă a fost obținut mai devreme de zile, în cazul unui rezultat negativ la determinarea anticorpilor IgM, studiul trebuie repetat după câteva zile Pentru serodiagnosticul rubeolei se folosește și testul de inhibiție a hemaglutinării (HITA) Cu toate acestea, eritrocite proaspete de porumbei sau pui de o zi sunt necesare pentru a stabili reacția, reacția este destul de laborioasă și necesită utilizarea serurilor pereche obținute cu un interval de săptămâni VIROLOGIE PRIVATĂ Diagnostic diferentiat Necesită diagnostic diferențial cu rujeolă, oreion, gripă, parainfluenza, adenovirus, infecții respiratorii sincițiale, scarlatina, eritem infecțios, erupții cutanate la medicamente sau alergice, boală serică, enterovirus și alte infecții, parvovirus B , herpesvirus uman tip , virus Echo și virus Coxsackie , mononucleoză infecțioasă, lichen roz Metode de diagnostic de laborator De o importanță deosebită este diagnosticul de laborator al rubeolei la femeile însărcinate Indicațiile pentru examinarea de laborator a unei femei însărcinate sunt: • screening-ul prenatal al femeilor însărcinate pentru ISE, inclusiv rubeolă; • contactul unei femei însărcinate cu o pacientă cu rubeolă sau o boală exantematoasă nediagnosticată În timpul examinării de screening se determină nivelul anticorpilor IgG Titrul protector este de UI/ml Cu un nivel ridicat de IgG (mai mult de UI / ml), o femeie este considerată protejată de infecția cu rubeolă, în absența anticorpilor IgG, este expusă riscului Când se examinează femeile însărcinate care au contact cu rubeola, diagnosticul de laborator trebuie efectuat cât mai devreme posibil, de preferință în primele zile de contact sau în prima zi de contact cu un medic Serul sanguin trebuie examinat simultan pentru prezența fracțiilor de anticorpi IgG și IgM Un nivel scăzut sau moderat de IgG (până la UI/ml) indică o infecție anterioară Un nivel ridicat de IgG poate indica atât prezența infecției, cât și "efectul de rapel" ca răspuns la o reîntâlnire cu virusul În absența IgM și IgG în serul obținut în primele zile de contact, femeia este trimisă la grupul de risc și examinată din nou la sfârșitul perioadei de incubație, a cărei durată nu depășește de zile Prezența anticorpilor IgM, un nivel ridicat de IgG indică un proces infecțios Trebuie avut în vedere faptul că rezultatele examinării unei gravide reactive la IgM pot fi fals pozitive din cauza factorului reumatoid În plus, supradiagnosticul poate apărea în cazul testării indivizilor infectați cu virusul Epstein-Barr, parvovirus etc Este recomandabil să se utilizeze un ELISA bazat pe determinarea indicelui de aviditate al anticorpilor IgG specifici Anticorpii IgG cu aviditate scăzută sunt un indicator al infecției acute, anticorpii cu avidență ridicată sunt caracteristici anticorpilor anamnestici Anticorpii IgG cu aviditate scăzută persistă o perioadă mai lungă în comparație cu anticorpii IgM specifici virusului Un factor care confirmă prezența unui proces infecțios este creșterea în timp a anticorpilor IgG Pentru diagnosticarea rubeolei și diagnosticarea CRS, în scopul reproductibilității și standardizării rezultatelor în timpul observării dinamice, este cel mai indicat să se utilizeze sisteme de testare de la același producător VIRUS PARAGRIP Caracteristicile virusului Virușii parainfluenza sunt alocați celui de-al doilea din cele cinci genuri din subfamilia Paramyxoviridae, familia Paramyxoviridae, ordinul Mononegavirales, izolați pe baza prezenței unei învelișuri de nucleocapside și a unei singure molecule de ARN monocatenar, nesegmentată, liniară (catenă negativă) în virusuri Nital parainfluenza virus I și Nital parainfluenza virusul III sunt incluși în genul Respirovirus VIROLOGIE PRIVATĂ Nitap parainfluenza virus II și Nitap parainfluenza virus IV ( a și b) aparțin genului Rubulavirus Virionul subfamiliei Paratuxovirusnae este de formă sferică sau pleomorfă, cu diametrul de - nm și constă dintr-o nucleocapsidă de - nm în diametru și o înveliș Nucleocapsidul de simetrie elicoidal, având o formă sferică pliată, este format din ARN și trei proteine; proteina N - proteina principală a nucleocapsidei, proteina P - fosfoproteina, proteina L - ARN polimerază dependentă de ARN Proteinele P și L alcătuiesc complexul polimerază responsabil de inițierea transcripției Proteina L, cea mai mare dintre cele trei, realizează sinteza ARN (inițiere, alungire și terminare) Învelișul exterior al lipoproteicului conține două proteine transmembranare: HN (sau H) - reprezentată de tetrameri necesari pentru atașarea particulei virale la resturile de acid sialic din oligozaharidele celulei țintă; Glicoproteina F - este un trimer și asigură fuziunea învelișului viral cu membrana celulară Genul Rubulavirus este caracterizat prin prezența hemaglutininei (H), a glicoproteinei de fuziune (F), a proteinei transmembranare neglicozilate (SH) și a proteinelor matricei Cele patru tipuri cunoscute în prezent de virusuri paragripale izolate de la oameni nu sunt caracterizate de variabilitatea structurii lor antigenice Nu există antigene comune, deși este posibil un anumit nivel de reactivitate încrucișată cu diferite serotipuri Virușii au activitate hemaglutinantă și de fixare a complementului Virusurile paragripale aglutinează eritrocitele umane (grupa ), găini, cobai și maimuțe Serurile imune specifice inhibă reacția de hemaglutinare Anticorpii hemaglutinatori și de fixare a complementului nu sunt strict specifici Virusurile paragripale sunt instabile în mediul extern, rămân la temperatura camerei nu mai mult de ore, inactivarea lor completă are loc atunci când sunt încălzite la ° C timp de - de minute, la ° C - după - de minute Un mediu acid are un efect dăunător asupra lor, un mediu alcalin ajută la menținerea activității Virușii sunt sensibili la acțiunea dezinfectanților convenționali Virușii parainfluenza se reproduc în celulele epiteliale ale tractului respirator, provocând infecția litică a celulelor epiteliale In vitro, virusurile paragripale se înmulțesc în celulele renale embrionare primare ale maimuțelor, fibroblastele umane diploide, celulele LLC-MK transplantate cu adaos de tripsină (proteazele sunt necesare pentru replicarea virusului parainfluenza), iar în celulele HEK se produc virusuri paragripale fără efect citopatogen Producerea virusurilor paragripale în celulele MK, HeLa, HEp- , Vero este însoțită de formarea sincitiei Virusul Sendai are cel mai intens efect citopatic (CPE), care determină degenerarea rapidă și completă a monostratului celular Alte tipuri de virusuri paragripale provoacă modificări citopatice cu dezvoltare lentă, care nu duc la distrugerea întregului monostrat: rotunjirea, refacerea granulară a celulelor sau formarea de simplaste multinucleare vacuolizate Virusurile paragripale sunt agenții cauzatori ai bolilor respiratorii acute la aproximativ % din populația adultă și până la % la copii Manifestările clinice variază de la leziuni ușoare ale tractului respirator superior până la boli ale părților inferioare ale plămânilor: laringită, crupă falsă, bronșită, pneumonie Cele mai grave boli sunt cauzate de HSV- , care este factorul etiologic în - % din bolile tractului respirator inferior la copii în primul an și jumătate de viață Transmiterea se face prin picături în aer Tipurile de virus I, II și III sunt omniprezente și provoacă boli în orice moment al anului Tipul IV este izolat doar în SUA VIROLOGIE PRIVATĂ Metode de diagnostic de laborator Materialul pentru studiu este frotiu de pe membrana mucoasă, tampoane și tampoane nazofaringiene, spută, urină, sânge Diagnosticul precoce se realizează pe baza detectării unui antigen specific virusului în celulele epiteliale ale mucoasei nazale ale pacienților prin imunofluorescență DIAGNOSTIC SEROLOGIC Diagnosticul serologic al infecției cu parainfluenza se realizează în RTGA, RSK și PH, folosind seruri pereche luate la intervale de - zile Pot exista reacții încrucișate cu virusul oreionului și al rujeolei În cazurile îndoielnice, diagnosticul se stabilește pe baza unor teste de confirmare Diagnosticul de laborator al infecției cu parainfluenza se poate face prin izolarea virusului; în scopuri practice, culturile celulare transplantabile (în principal HeLa, HEp- ) sunt folosite pentru aceasta Pentru indicarea prealabilă a virusului se poate folosi fenomenul de hemadsorbție a eritrocitelor de cobai pe celulele infectate Cu hemadsorbție pronunțată în culturile infectate, se realizează tiparea sa ulterioară în RTGA, RSK sau PH Izolarea virusului parainfluenza în cultura celulară este utilizată ca test de confirmare Infecția cu paragripa trebuie diferențiată de adenovirus, sincițial respirator, gripă A și B, infecții bacteriene ale tractului respirator Diagnosticul final se stabilește printr-o combinație de date clinice, epidemiologice și teste de laborator Virusul oreionului Caracteristicile virusului Acest virus aparține familiei Paramyxoviridae, genul Rubulavirys Genomul virusului oreionului (EP) este un PI IK monocatenar nesegmentat cu polaritate negativă, lungime de de nucleotide Genomul virusului conține șapte gene Genele virusului sunt distribuite în următoarea ordine de la capătul ' până la ': NP, V\P, M, F, SH, HN, L Genele F și HN codifică două proteine de suprafață: hemaglutinină-neuraminidază (HN) și proteina de fuziune (F), care sunt responsabile pentru atașarea și fuziunea învelișului viral la membrana celulară În plus, proteina HN are, de asemenea, activitate de neuraminidază, ceea ce permite virionilor rezultați să se separe de suprafața celulei și să prevină agregarea particulelor virale Anticorpii HN și F au activitate de pășunare virală Celelalte cinci proteine ale virusului EPO sunt situate în interiorul virionului, iar anticorpii formați împotriva lor nu au activitate de protecție Proteina nucleocapsidă NP conferă o structură nucleocapsidică elicoidală la contactul cu ARN genomic nou sintetizat Activitatea transcriptazei ARN este atribuită atât fosfoproteinei (P), cât și proteinei polimerazei mari (L) S-a demonstrat că proteina matricei (M) este implicată în asamblarea particulelor virale și în înmugurirea virionilor de la suprafața celulei Două proteine nestructurale (V și G) sunt codificate de gena P și sunt produse ale sintezei transcripției ARN mesager Proteina V este responsabilă pentru evitarea răspunsului antiviral mediat de interferon prin blocarea semnalelor interferonului și limitarea producerii acestuia Rolul proteinei I în replicarea virală este încă necunoscut SH, o proteină transmembranară, este responsabilă, ca și proteina V, pentru evitarea răspunsului antiviral al gazdei, dar mecanismul de evadare este diferit Proteina SH blochează semnalul de apoptoză mediat de TNF-a VIROLOGIE PRIVATĂ Marea majoritate a virionilor virusului oreionului sunt structuri sferice și filamentoase, diametrul lor variază de la la nm Învelișul lipidic învelește o structură de nucleocapsid elicoidal constând din ARN și proteine Pe suprafața virionului virusului EP, există două glicoproteine de suprafață (proteinele HN și F) parțial incluse în membrana lipidică și, ca și în cazul virusului rujeolic, ambele sau una dintre proteine intră în contact cu proteina M care căptușește membrana lipidică a virusului din interior La rândul său, proteina M intră în contact cu structura elicoidală a nucleocapsidei Virusul EP are activitate hemaglutinantă, neuraminidază, hemolitică și formatoare de simplast Cultivarea virusului EP se realizează pe embrioni de pui în curs de dezvoltare și culturi celulare (celule primare tripsinizate și celule de linii transplantate) Embrionii de pui sunt infectați cu virusul EP în cavitatea amniotică sau alantoică și incubați timp de zile la o temperatură de - °C Virusul EP nu este stabil în mediul extern, este complet inactivat la - °C (în decurs de de minute), precum și sub influența iradierii ultraviolete, soluție de formol , %, soluție de Lysol , %, alcool și eter Când este păstrat la - °C, infecțiozitatea virusului EP scade în câteva zile, la - °C - câteva săptămâni și la - - °C - timp de mai multe luni Există genotipuri de virus EP care circulă în lume: A, Y/K, F, B, G, a D, C, L, H și Leningrad- alocate unui grup special Diferențele în secvențele de nucleotide în diferite tulpini variază de la la % O astfel de variabilitate a secvenței de nucleotide (determinată de gena SH) a tulpinilor sălbatice ale virusului EPO poate fi utilizată pentru a diferenția între tulpinile endemice și cele importate, precum și în cazul luării în considerare a complicațiilor post-vaccinare, cum ar fi meningita seroasă și encefalită În cazul bolii EP, anticorpii antioreion sunt depistați în a - -a zi de la apariția primelor semne clinice, concentrația acestora crește rapid și ating un nivel maxim în a - -a zi de boală Anticorpii din clasa M sunt primii care apar cu ei aproape simultan - anticorpi cu aviditate scăzută din clasa G Până la sfârșitul primei luni, anticorpii de clasa M practic nu sunt detectați Majoritatea anticorpilor produși la om sunt anticorpi la nucleocapside virusului, absența acestor anticorpi este un indicator precis că persoana nu a fost bolnavă, nu este bolnavă și nu a fost vaccinată În EP, în protecția împotriva infecției primare și reinfectării, rolul anticorpilor care se formează ca răspuns la antigenele de suprafață ai virusului, anticorpii la proteinele HN și F de suprafață, precum și anticorpii secretori de clasa A, care sunt implicați în protecție împotriva infecției la nivelul porții de intrare, este importantă Toți acești anticorpi au activitate de neutralizare a virusului Diagnosticul oreionului Diagnosticul de EP include examinarea urinei, salivei, tampoane nazofaringiene și/sau sânge Tampoanele nazofaringiene sau saliva sunt materialul clinic optim pentru identificarea epilepsiei În cazul dezvoltării meningitei seroase, lichidul cefalorahidian (LCR) se ia într-un volum de - ml Lucrul cu CSF pentru izolarea virusului EP ar trebui să înceapă imediat, în cazuri extreme, păstrarea la o temperatură de - ° C este permisă pentru puțin mai mult de o zi Procedura de obținere a materialelor clinice pentru PE trebuie efectuată fie în spital, fie în camera de tratament a policlinicii, în cazuri speciale - la domiciliul pacientului În cazurile tipice, nu este dificil să se facă un diagnostic clinic de oreion Anumite dificultăți sunt prezentate de diagnosticul plămânilor (șterși PRIVAT Virologie și forme atipice) și mai ales inaparente (subclinice) de infecție cu oreion Formele inaparente ( - % din toate cazurile) nu pot fi identificate fără teste de laborator specifice Este necesar să se diferențieze EP de boli, a căror manifestare clinică poate fi edem Deci, edemul poate fi rezultatul infecției cu virusurile Coxsackie, paragripa sau virusul Epstein-Barr În plus, de foarte multe ori pacienții cu suspiciune de EP trebuie verificați pentru prezența virusului herpes tip , adeno-, entero- și parvovirusuri Metode de diagnostic de laborator Dintre metodele de laborator pentru diagnosticarea EP, metodele histochimice sunt folosite foarte rar, mai des metodele virologice și genetice moleculare, dar sunt preferate cele serologice Diagnosticul de laborator a devenit o componentă obligatorie a sistemului de supraveghere epidemiologică pentru PE Metoda virologică se bazează pe izolarea precoce (la primele semne clinice de PE) a agentului patogen din leucocitele pacientului în diverse culturi celulare, precum Vero, L- , Neia Virusul EP este de asemenea detectat în probele clinice în primele zile de boală, cum ar fi spălarea orificiului de admisie a canalului peretelui, saliva, urină, lichidul cefalorahidian Din ce în ce mai mult, mai ales pentru verificarea cazului "oreionului", pe lângă metodele virologice, se folosesc metode genetice moleculare - PCR cu reverstranscripție sau PCR în timp real și secvențiere (analiza secvențelor de nucleotide) Utilizarea metodei PCR cu revers transcriptază (RT-PCR) a confirmat avantajul acesteia față de sensibilitatea metodei imunotestului enzimatic (IF) pentru detectarea IgM Folosind RT-PCR și PCR în timp real, se poate nu numai să diferențieze EP de alte infecții, ci și să se analizeze secvențele de nucleotide pentru genotiparea tulpinilor de vaccin (în special în cazul complicațiilor neurologice), să monitorizeze circulația, variabilitatea virusurilor EP, să identifice importate tulpini, confirmă încetarea transmiterii virusului în regiune Anticorpii anti-oreion sunt determinați prin metode serologice: reacția de fixare a complementului (RCC), reacția de neutralizare (PH), care este încă "standardul de aur", reacția de inhibare a hemaglutinării (HITA) etc În ultimii ani, imunotestul enzimatic (ELISA) este considerată cea mai promițătoare ( ELISA) În țara noastră, pentru diagnosticarea PE se folosește în principal ELISA indirect Captează întregul spectru de anticorpi, este foarte sensibil (sensibilitatea este în intervalul ± ng), specific ( %), simplu și rapid la setare Reprodutibilitatea metodei este de , % Sa dovedit a fi deosebit de convenabil pentru diagnosticarea expresă a EP Cu toate acestea, este posibil să se obțină rezultate fals pozitive, dezvoltarea ulterioară a noilor IFTS, noi abordări ale proiectării lor este foarte importantă VIRUSURI FEBBRA HEMORAGICĂ Taxonomie Virușii care provoacă febră hemoragică aparțin unor familii și genuri diferite: arenavirusuri - din familia Arenoviridae (Junin, Machupo Lassa), filovirusuri - din familia Filoviridae (Ebola, Marburg), flavovirusuri din familia Togaviridae (febra galbenă, GL Dengue), hantavirusuri și nairovirusuri - la familia bungaviridae (HF cu sindrom renal, HF Crimeeo-Congolez) Virușii familiilor individuale diferă în funcție de gradul, dimensiunea și forma virului VIROLOGIE PRIVATĂ nou, tip de genom, rata de reproducere, proprietăți antigenice, patogenitate pentru oameni și animale Febrele hemoragice virale sunt zoonotice (antroponotice) focale naturale, în special infecții periculoase, ai căror agenți cauzali provoacă boli acute severe care apar cu un sindrom hemoragic pronunțat Manifestările epidemiologice ale acestor infecţii se caracterizează de obicei prin focare sau epidemii de intensitate diferită Mecanismele naturale de răspândire a febrelor hemoragice virale provoacă un risc constant de infectare a sute de mii de oameni, creând o amenințare gravă pentru sănătatea și viața populației, consecințe socio-economice grave În conformitate cu clasificarea virusurilor umane și animale în vigoare pe teritoriul Federației Ruse, agenții cauzatori ai febrei hemoragice virale aparțin grupului de patogenitate I-II Studiile de diagnosticare a materialului suspectat de a fi infectat cu microorganisme din grupele de patogenitate I-II sunt efectuate de laboratoare care au o concluzie sanitară și epidemiologică cu privire la posibilitatea de a efectua lucrări relevante și o licență pentru activități legate de utilizarea agenților patogeni de la om deosebit de periculos boli infecțioase În Federația Rusă, munca cu microorganisme patogene pentru oameni este reglementată de un pachet de acte legislative de reglementare aprobate de medicul sanitar-șef de stat, care sunt obligatorii pentru toate instituțiile și organizațiile din țară, indiferent de apartenența lor departamentală Febra hemoragică din Crimeea TAXONOMIA Febra hemoragică din Crimeea (CHF) este o boală infecțioasă zoonotică naturală cu arbovirus focalizat predominant cu mecanisme transmisibile și de contact de transmitere a agentului patogen Rezervorul și purtătorii virusului sunt mai mult de specii de căpușe ixodid Imaginea juvenilă a ICC este determinată de afectarea sistemului nervos și vascular uman Perioada de incubație durează de la la zile (de obicei - ) În cursul clinic, ca și în alte febre hemoragice, se disting trei perioade, înlocuindu-se succesiv: prehemoragică, hemoragică, convalescentă Posibil curs inaparent de infecție Agentul cauzal al CCHF este virusul cu conținut de ARN al febrei hemoragice Crimeea-Congo (CCHF), aparținând familiei Bunyavindae, genul Nairoviruî Conform clasificării ruse a microorganismelor patogene pentru om, virusul CCHF aparține grupului II de patogenitate Virusul CCHF conține ARN monocatenar, are o formă sferică și o înveliș exterior de lipoproteină, cu un diametru de - nm ARN-ul virusului CCHF este segmentat și constă din segmente mici, medii și mari care codifică proteina nucleocapside, glicoproteinele învelișului și, respectiv, proteinele complexe de polimerază Segmentele mici și mari de ARN sunt foarte conservate Secvențele lor de nucleotide sunt utilizate atât pentru dezvoltarea sistemelor de testare care detectează ARN-ul virusului CCHF în probe de diverse origini, cât și pentru analiza filogenetică Segmentul mijlociu al ARN este variabil, chiar și în cadrul aceluiași grup genetic există diferențe semnificative în secvența de nucleotide la diferite tulpini ale virusului CCHF VIROLOGIE PRIVATĂ REZISTENTA IN MEDIUL EXTERN, LA FACTORI FIZICI SI CHIMICI Virusul este instabil în mediu Se inactivează imediat după fierbere, la temperatura de °C se distruge în de minute, la °C - după de ore, la °C - după ore Cultura liofilizată se păstrează până la ani Virusul este sensibil la radiațiile ultraviolete și la dezinfectanți DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al CHF se bazează pe detectarea virusului sau a componentelor sale structurale, pe studiul dinamicii titrului de anticorpi și se realizează folosind metode virologice, imunologice și genetice moleculare Pentru depistarea virusului în corpul bolnavilor, se prelevează sânge (în a -a zi de boală pentru studii virologice și serologice și în a - -a zi pentru studiile serologice) Eșantionarea materialului de la oameni (cadavre), precum și de la pacienți suspecti, este efectuată de personalul medical în conformitate cu cerințele normelor sanitare "Siguranța lucrului cu microorganisme din grupele de patogenitate I-II * MATERIAL CLINIC Materialul pentru izolarea virusului CCHF este sânge integral, plasmă, cheag de sânge, material secțional (penis, plămâni, splină, rinichi, creier), recoltat în stadiile incipiente de la debutul bolii (până în a -a zi) , adică în perioada viremiei Eficacitatea studiilor virologice în această perioadă este foarte mare și se apropie de % Odată cu normalizarea temperaturii corpului, posibilitatea izolării virusului scade brusc, iar când apare în sânge clasa G de Ig specifică virusului (ziua - ), devine imposibil Virusul CCHF se înmulțește în celulele LLC-MK , BHK- și Vego transplantate fără efect citopatic În studiul unui monostrat de celule infectate folosind MFA, după - ( ) ore, antigenul viral este detectat în citoplasma celulelor sub formă de granule minuscule luminoase și granule de diferite dimensiuni, fuzionate într-o masă difuză Virusul este destul de greu de adaptat la animalele de laborator, la care infecția este adesea asimptomatică Materialul de testat este administrat intracerebral la șoareci albi care alăptează timp de douăsprezece zile Perioada de incubație pentru infecția primară este de - zile După și de ore, o parte din șoareci sunt sacrificați și frotiuri de amprentă sunt preparate din creier pentru MFA și suspensii pentru RIGA La primirea rezultatelor negative ale studiului acestui material, șoarecii rămași sunt observați încă trei zile, după care creierul lor este supus aceluiași studiu STUDII SEROLOGICE Studiile pentru detectarea unui antigen sau determinarea anticorpilor la virusurile din grupa II de patogenitate din cauza lipsei unor metode reglementate de inactivare a virusurilor se efectuează numai într-o cameră cutie sau într-o cutie de siguranță biologică Detectarea antigenului viral și a anticorpilor specifici de clasa M (IgM) la virusul CCHF în ser uman (plasmă) este efectuată în scopul diagnosticării precoce a CCHF în studii clinice și epidemiologice Confirmarea diagnosticului este o creștere a nivelului de anticorpi de clasa G (IgG) în serurile de sânge pereche (interval - - zile) Serodiagnosticul bolii se realizează folosind ELISA, RAO, RSK, RDPA, RTNGA și MFA indirect STUDII DE GENETICĂ MOLECULARĂ Pentru a detecta ARN-ul specific al virusului CCHF în materialul de testat, se utilizează metoda reacției în lanț a polimerazei cu transcripție inversă VIROLOGIE PRIVATĂ (RT-PCR) Contabilitatea rezultatelor se realizează prin electroforeză în gel de agaroză sau în timp real Diagnosticarea PCR în timp real permite nu numai determinarea ARN-ului virusului CCHF în sânge, ci și determinarea nivelului și duratei viremiei, precum și evaluarea eficacității terapiei antivirale EVALUAREA REZULTATELOR DIAGNOSTICULUI SPECIF DE LABORATOR Detectarea antigenului ARN și/sau CCHF în materialul de testat prelevat în stadiile incipiente ale bolii (înainte de - zile) indică infecția pacienților și, în combinație cu datele anamnezei epidemiologice, tabloul clinic și rezultatele diagnosticului clinic de laborator, poate să fie considerată baza diagnosticului de ICC Anticorpii IgM apar în a - -a zi de la debutul bolii, atingând titrurile maxime ( : sau mai mult) în a -a- -a săptămână și dispar treptat până în a -a zi Anticorpii specifici IgG apar în ziua a - , atingând un vârf până la sfârșitul lunii a -a, rămân în titruri mari timp de - luni, scăzând treptat spre sfârșitul anului, la unii pacienți persistând ani de zile Pentru a face un diagnostic, este necesară o creștere de patru ori sau mai mare a titrului de IgG în studiul serurilor pereche Dacă IgM este detectată într-un titru de : sau mai mult și IgG în orice titru, diagnosticul de ICC este considerat confirmat Febră hemoragică cu sindrom renal Febra hemoragică cu sindrom renal (HFRS) este o boală infecțioasă focală naturală zoonotică, cu un mecanism predominant aerogen (aer și aerotransportat) de infecție umană Este, de asemenea, posibilă infecție alimentară la consumul de alimente contaminate cu excremente de rozătoare și contactul prin zonele deteriorate ale pielii Pe teritoriul Rusiei, circulația hantavirusurilor a fost remarcată în populațiile a de specii de animale, dintre care principalele sunt șobolanii de bancă, șoarecii de câmp, șobolanii gri și negri și diverse tipuri de volei gri CARACTERISTICILE AGENTULUI Agentul patogen HFRS aparține familiei Bunyaviridat, genul Hantaviris, serotipuri: Hantaan, Seul, Puumala, Dobrava Tula, Khabarovsk, Topografi, agentul cauzal al febrei hemoragice cu sindrom pulmonar Virionii de hantavirus sunt sferici, cu diametrul de - nm, omogene din punct de vedere morfologic Hantavirusul are o înveliș lipidic, trei fragmente negative de ARN, două glicoproteine de suprafață și o proteină nucleocapsidă (NP) Segmentul mic (S) al genomului hantavirus codifică proteina NP, segmentul mijlociu (M) codifică două glicoproteine de suprafață, G și G , iar segmentul cel mai mare (L) codifică segmentul de proteină polimerază Proteina NP este responsabilă pentru producția de anticorpi și prezintă reactivitate încrucișată ridicată cu alte tulpini de hantavirus Proteinele de suprafață ale glicoproteinei induc un răspuns imunologic scăzut, dar prezintă activitate specifică împotriva altor tulpini Virusul este sensibil la eter, cloroform, acetonă, benzen, razele ultraviolete, dezinfectanții folosiți în mod obișnuit pentru a ucide virusurile DIAGNOSTIC DE LABORATOR Virusul se înmulțește în plămânii rozătoarelor sălbatice fără a le provoca boli Metoda de detectare a antigenului viral în suspensiile pulmonare de rozătoare este testul imunosorbent legat de enzime (ELISA) PRIVAT Virologie Cultivarea virusului se realizează în culturi continue de celule de carcinom pulmonar uman sau VegaEb Baza diagnosticului de laborator al HFRS este serologică Materialul pentru studiu este serul sanguin al pacienților cu HFRS sau suspecti de această boală, luat în momente diferite: în stadiul inițial al bolii și după - săptămâni Principala metodă de serodiagnostic HFRS este metoda indirectă a anticorpilor fluorescenți (MFA) Imunoglobulinele specifice în titrurile diagnostice sunt detectate deja la zile de la debutul bolii, atingând un maxim în a - -a zi de boală, sunt detectate în mod regulat timp de - luni și persistă la convalescenți de la luni la - ani Detectarea ARN-ului hantavirus în materialele clinice și de teren se realizează prin reacția în lanț a polimerazei de transcripție inversă (RT-PCR) Pentru a confirma diagnosticul de HFRS, toate rezultatele diagnosticului serologic și genetic molecular trebuie comparate cu datele clinice și epidemiologice VIRUSURI - CAUZE ALE HEPATITEI Virusul hepatitei A TAXONOMIA Virusul hepatitei A (HAV - HepatitisA Virus) - agentul cauzator al hepatitei umane A - aparține genului Hepatovirus, familia Picomaviridae Izolatele HAV sunt clasificate în șase genotipuri, care sunt desemnate cu cifre romane de la I la VI Genotipurile virale I, II, III provoacă boli la om, iar genotipurile IV, V VI la maimuțe Diferențele dintre izolatele HAV izolate în diferite regiuni ale lumii în ceea ce privește secvența de nucleotide a ARN-ului genomic sunt de - și, respectiv, , % la nivelul genotipurilor și, respectiv, subtipurilor În același timp, secvențele de aminoacizi ale izolatelor de HAV sunt destul de conservatoare, ceea ce explică prezența unui singur serotip al acestui VVH Tulpinile de virus izolate în Rusia aparțin subtipurilor IA, B, IIIA CARACTERISTICILE AGENTULUI Din punct de vedere morfologic, HAV sunt particule sferice cu diametrul de - nm, construite după tipul de simetrie icosaedrică și lipsite de înveliș Genomul viral este reprezentat de un ARN monocatenar liniar, format din aproximativ de baze nucleotidice, cu o greutate moleculară totală de aproximativ , Md Acesta definește: ' - zonă netradusă; un singur cadru de citire care codifică proteine structurale și nestructurale și o regiune scurtă ' netradusă care se termină într-un tract poli-A Genomul HAV are o polaritate pozitivă, adică ARN-ul viral îndeplinește direct funcții șablon Capsida HAV este construită din mai multe copii ale a patru proteine structurale, denumite VP , VP , VP și VP HAV este unul dintre cele mai rezistente virusuri umane la factorii externi La CC, se păstrează complet timp de oră și se inactivează doar parțial în - ore, dar fierberea duce la distrugerea virusului în câteva minute HAV rămâne infecțios timp de cel puțin o lună după uscare pe o suprafață tare în condiții normale de cameră ( °C % umiditate) Este rezistent la solvenți grasi precum eterul, cloroformul etc Autoclavarea este o metodă eficientă pentru sterilizarea materialelor care conțin HAV Dezinfectanții sunt și ei destul de eficienți: cloramina la o concentrație de , - , mg/l elimină complet infecțiozitatea HAV în minute, permanganatul de potasiu VIROLOGIE PRIVATĂ ( mg / l) - în minute, % formol - în minute (la ° C), compuși cu iod ( mg / l) - în minute DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul specific de laborator al hepatitei A se realizează prin detectarea virusului, antigenului viral, a anticorpilor din clasele IgM și IgG, precum și a ARN-ului HAV Probele clinice pentru diagnosticul de laborator sunt fecalele și sângele pacientului Virusul și antigenul său pot fi detectate în fecale folosind microscopie imunoelectronică, radioimunotest în fază solidă, imunotest enzimatic și analiză chemiluminiscentă Datorită faptului că excreția masivă a virusului are loc înainte de apariția simptomelor bolii și se oprește rapid după debutul icterului, metodele de determinare a virusului și a antigenului său pentru diagnosticarea HA sunt utilizate relativ rar Cu mult mai multă utilizare în diagnosticul HA au metode pentru determinarea anticorpilor din clasele IgM și IgG împotriva virusului în serul sanguin Detectarea anti-HAV-IgM este "standardul de aur" pentru diagnosticul de laborator al hepatitei A Acești anticorpi devin detectabili de la sfârșitul perioadei de incubație și continuă să circule până la - luni Diagnosticul de HA se poate baza și pe determinarea anticorpilor IgG, dar în acest caz este necesar să se examineze de două ori serul sanguin al pacientului cu un interval de cel puțin săptămâni În cazul unei creșteri a titrului anti-HAV-IgG de patru sau mai multe ori, se poate concluziona că pacientul are HA Anticorpii specifici la virusul HA pot fi determinați folosind testul radioimuno, imunotestul enzimatic sau testul chemiluminiscent În ultimii ani, o reacție în lanț a polimerazei a devenit larg răspândită pentru diagnosticul HA, care permite detectarea ARN virusului în probele de fecale sau sânge ale unui pacient Datorită confortului mai mare de a lucra cu seruri de sânge, aceste probe clinice sunt cele mai des examinate HAV ARN în serul sanguin este detectat la % dintre pacienți în prima lună după debutul icterului, iar la unii pacienți chiar luni sau mai mult Virusul hepatitei B CARACTERISTICILE AGENTULUI Virusul hepatitei B (VHB-virusul hepatitei B) este agentul cauzal al hepatitei B Principalul reprezentant al familiei hepadnavirusurilor HBV (particulă Dane) este o particulă sferică cu un diametru de nm, constă dintr-un miez - un nucleoid în formă de icosaedru cu un diametru de nm, în interiorul căruia există ADN dublu catenar, o proteină terminală și ADN enzimă polimerază Proteina de bază HBcAg conține Ag HBe Învelișul exterior este format din antigenul de suprafață al virusului hepatitei B - HbsAg Genomul HBV este reprezentat de o moleculă de ADN circulară dublu catenară, cea mai mică dintre toate ADN-urile identificate în prezent ADN-ul VHB este format din aproximativ de nucleotide Lanțul negativ exterior este cu - % mai lung decât lanțul interior plus Catenul negativ din porțiunea dublu caten are o întrerupere la capătul ' de care proteina este atașată covalent ADN-ul VHB conține patru gene (S, C, P, X) și secvențe reglatoare responsabile pentru sinteza proteinelor și replicarea virusului Cadrele de citire deschise ale anumitor gene se suprapun parțial unele pe altele, ceea ce asigură o capacitate de informare ridicată a genomului Populația VHB este destul de eterogenă Metodele serologice au demonstrat existența subtipurilor de antigen de suprafață al virusului - HBsAg În același timp, există un determinant comun a, care, în combinație cu doi determinanți suplimentari d/y și w/r, formează patru subtipuri de HBsAg: adw, ay w, adr, ayr În prezent, sunt descrise noi variante de determinanți și numărul total VIROLOGIE PRIVATĂ subtipurile au ajuns la nouă Pe baza analizei secvențelor de nucleotide ale genei S, izolatele de VHB izolate în diferite regiuni ale lumii au fost combinate în opt genotipuri principale, care au fost desemnate cu majuscule ale alfabetului latin: A, B, C, D, E, F, G și H Trebuie remarcat faptul că nu a fost stabilită corespondența completă între genotipurile HBV și serotipurile HBsAg Astfel, izolatele de HBV aparținând la patru genotipuri complet diferite - A, B, C și F, pot avea același serotip adw În Rusia, varianta genetică dominantă a HBV este genotipul D, dar în unele regiuni ale țării au fost izolați de la pacienți virusuri aparținând genotipurilor A și C Microscopia electronică dezvăluie două forme morfologice: particule cu un miez optic dens care conține ADN VHB și particule incomplete fără ADN Concentrația de particule virale în serurile de sânge cu prezența HBsAg variază de la particule per ml până la cantități inaccesibile detectării prin microscopie electronică Unele seruri de sânge cu prezență de HBV sunt infecțioase chiar și la diluții de - Infecțiozitatea HBV în serul sanguin persistă la - °C timp de luni, la - EC - ani, după încălzire până la CC - ore, la °C - timp de minut rămâne parțial și după de minute dispare complet, atunci când este tratat cu căldură uscată (-H ° C) este distrus în decurs de oră; tratamentul cu { -propiolactonă în combinație cu iradierea ultravioletă reduce infecțiozitatea plasmei care conține VHB de aproximativ milioane de ori Particulele de HBV sunt sensibile la eter și detergenți neionici, care distrug învelișul exterior al virionului, eliberând nucleocapsidul Numeroase încercări de a cultiva HBV în diferite culturi celulare au eșuat MATERIAL CLINIC Deoarece virusul se găsește în cantități mari în sângele pacienților cu forme acute și cronice de hepatită B, principalul material clinic pentru diagnosticul de laborator al infecției este serul sanguin Markerii serologici ai virusului (HBsAg, HBeAg) și materialul său genomic (HBV ADN) pot fi detectați la sfârșitul perioadei de incubație, dar această posibilitate de diagnosticare este extrem de limitată, deoarece nu există simptome specifice de afectare a ficatului în această perioadă și pacienții nu caută ajutor medical DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul specific de laborator al formelor acute de hepatită B se bazează pe detectarea antigenelor HBV (HBsAg, HBeAg) și a anticorpilor la antigenul de bază al virusului IgM (IgM anti-HBc) în serul sanguin utilizând analize radioimune, imunoenzimatice sau chemiluminiscente metode Experții OMS consideră că în diagnosticul de laborator al formelor acute de virusuri herpetice, ar trebui să se acorde preferință determinării IgM anti-HBc Numai în absența posibilității de detectare a acestui marker, un diagnostic de laborator poate fi bazat pe date privind prezența AgHBs în serul sanguin Detectarea HBeAg în ser se corelează cu prezența ADN-ului VHB În cazul recuperării, markerii HBsAg, HBeAg și HBV ADN ai virusului încetează să fie detectați în serul sanguin, iar markerii serologici de seroconversie la antigeni virali - anti-HBcIgG, anti-HBe, anti-HBs - vin să înlocuiască lor Anti-HBs au protectie protectoare Dacă HBsAg este detectat timp de luni sau mai mult, infecția cronică cu VHB este diagnosticată Markerii infecției cronice active sunt AgHBe, ADN VHB și IgM anti-HBc De-a lungul timpului, majoritatea pacienților cu infecție cronică vor seroconvertire AgHBe în anti-HBe VIROLOGIE PRIVATĂ Persistența pe termen lung a HBeAg este un factor nefavorabil în dezvoltarea cirozei hepatice ADN-ul VHB poate fi detectat în serul sanguin folosind tehnologii de amplificare a acidului nucleic (reacție în lanț a polimerazei, tehnologie ADN ramificat - bDNA, NASBA etc ) Virusul hepatitei C CARACTERISTICI IRUS Virusul hepatitei C (HCV - Hepatitis C Gzh) este agentul cauzal al hepatitei C Anterior, a fost desemnat ca un virus care nu provoacă hepatită nici A nici B, transmisă parenteral Rezultatele clonării și secvențierii complete a ARN-ului HCV, precum și caracteristicile fizico-chimice ale virusului, au făcut posibilă atribuirea HCV familiei Flavivindae, separând-o într-un gen separat Hepacivirus Au fost determinate următoarele caracteristici ale virusului: diametrul virionului - de la la nm; sensibil la acțiunea cloroformului, coeficientul de sedimentare - nu mai puțin de S HCV este inactivat la o temperatură de ° C - în de minute și la ° C - în minute Genomul HCV este reprezentat de o moleculă de ARN liniar monocatenar de polaritate pozitivă cu o lungime de aproximativ de nucleotide Organizarea genomului VHC este similară cu cea a genomului altor flavivirusuri În ARN HCV, există zone care codifică proteine structurale și nestructurale (funcționale) Proteinele structurale sunt reprezentate de proteina nucleocapside (core - C), două proteine de înveliș (E și E ), care sunt considerate glicoproteine ale învelișului extern al HCV (Env) Ele joacă un rol în atașarea și intrarea virusului în celulă Regiunea ARN-ului VHC care codifică proteine nestructurale constă din următoarele regiuni: NS , NS , NS a, NS b, NS a și NS b Toate aceste proteine sunt esențiale pentru procesul de reproducere a virusului Ei poartă determinanți antigenici pentru care sunt produși anticorpi VHC se caracterizează prin cea mai mare variabilitate genetică a genomului dintre agenții cauzatori ai hepatitei virale Toate izolatele de HCV sunt grupate în șase genotipuri principale, notate cu cifre arabe de la la , cu omologia secvențelor de nucleotide în ARN între ele mai mică de % În cadrul fiecărui genotip se disting subtipuri, care includ izolate formate din cvasi-specii Apartenența unui izolat la un anumit subtip este indicată prin litere mari latine, care sunt scrise după cifra arabă: HCVIa, HCVlb HCVIc, HCV a etc În prezent, sunt cunoscute peste o sută de subtipuri de VHC Nivelul de omologie între diferitele subtipuri din genotip este de - % Când genotipizarea HCV a fost efectuată în diferite regiuni ale lumii, s-a constatat că genotipurile Ia, Ib, a, b și a sunt cele mai comune În Rusia, două subtipuri, b și a, sunt cele mai comune Alte subtipuri se găsesc relativ rar Din punct de vedere al epidemiologiei moleculare, este important de știut că izolatele de genotip TV domină în Africa de Nord, genotipul V - în Africa de Sud, genotipul VI - în Asia de Sud-Est DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al HS se bazează pe detectarea anticorpilor la diferite proteine ale virusului și pe detectarea ARN-ului virusului HC Diagnosticul serologic Detectarea anticorpilor (anti-HCV) se realizează folosind sisteme de testare (ELISA) care permit detectarea anticorpilor la o gamă largă de proteine ale virusului HS (core, NS , NS , NS ), iar specificitatea acestora atinge % Datorită lipsei standardelor general acceptate pentru date clare privind sensibilitatea diferitelor teste- Sistemele PRIVATE VIROLOGY nu pot fi citate Cu toate acestea, se crede că această cifră ajunge la - % atunci când se examinează indivizi imunocompetenți În ultimii ani, au fost dezvoltate teste pentru detectarea rapidă a anti-VHC bazate pe principii imunochimice și alte principii Aceste teste au sensibilitate și specificitate semnificativ mai scăzute în comparație cu ELISA standard, astfel încât rezultatele obținute cu utilizarea lor pot fi considerate pur preliminare și sunt supuse confirmării obligatorii În ciuda specificității ridicate a sistemelor ELISA moderne, acestea pot prezenta rezultate fals pozitive la testarea probelor de sânge, de aceea este necesară utilizarea de teste și metode de confirmare Una dintre metodele recunoscute pentru confirmarea prezenței anticorpilor este imunoblotting Immunoblotting (engleză, biol - "spot") se bazează pe detectarea diferențiată a anticorpilor la diverși antigeni ai virusului (C, NS , NS și NS ), care sunt fixați sub formă de fracții (pete) discrete pe benzi de nitroceluloză și, după incubarea cu serul de testat, apar anticorpi marcați în același mod ca în ELISA convențional Rezultatul este considerat pozitiv atunci când se detectează anticorpi la doi sau mai mulți antigeni Diagnosticul biologic molecular Diagnosticul biologic molecular (determinarea ARN-ului VHC) include caracterizarea calitativă și cantitativă a ARN-ului virusului și determinarea afilierii genotipice a izolatelor virale aflate în studiu Determinarea calitativă a ARN-ului VHC Determinarea calitativă a ARN-ului VHC este efectuată utilizând reacția clasică în lanț a polimerazei revers transcriptazei (RT-PCR), PCR în timp real sau amplificarea mediată de transcriptază Preparatele de diagnosticare bazate pe tehnologiile enumerate ar trebui să detecteze cel puțin UI/ml de ARN VHC Caracterizarea cantitativă a ARN ARN-ul poate fi cuantificat folosind tehnologia PCR competitivă, PCR în timp real sau rDNA (bDNA) Metoda standard (clasică) de genotipizare a HSV este secvențierea directă a regiunilor NS B sau El ale genomului, urmată de o analiză comparativă a secvențelor de nucleotide rezultate cu secvențe (prototip) cunoscute Această abordare face posibilă determinarea nu numai a genotipului unui izolat, ci și a subtipului și a diferenței (asemănării) acestuia față de alte izolate circulante Este baza epidemiologiei moleculare a HS În practica clinică, este suficient să se determine genotipul virusului Acest lucru poate fi realizat folosind teste comerciale care detectează diferențe în secvențele de nucleotide ale regiunii '-netraduse Diagnosticul specific de laborator al hepatitei acute C Utilizarea metodelor serologice și biologice moleculare se realizează simultan Pe baza diferitelor combinații de ARN anti-HCV și HCV, se disting patru profiluri de markeri • Un test ARN HCV pozitiv cu un test anti-HCV negativ indică debutul unei infecții acute înainte ca anticorpii să se dezvolte; vor apărea în câteva zile/săptămâni • Rezultate pozitive pentru ARN HCV și anti-VHC În acest caz, este dificil să se facă distincția între HS acută și exacerbarea HS cronică În plus, este posibilă hepatita acută de altă etiologie pe fondul HS cronică VIROLOGIE PRIVATĂ • Un rezultat negativ la determinarea ARN-VHC și anti-VHC indică cel mai probabil că diagnosticul de hepatită C nu este confirmat la pacientul examinat cu tablou clinic de hepatită acută • ARN HV negativ cu anti-HCV pozitiv-acest profil de marker nu este de obicei observat în HCV acută Pacienții trebuie reevaluați pentru ARN după câteva săptămâni deoarece absența ARN poate fi temporară într-un proces cronic Detectarea anti-HCV cu rezultate negative constant ale determinării ARN este cel mai adesea o dovadă a HC din trecut, care s-a încheiat cu recuperare În plus, este posibil un rezultat fals pozitiv permanent al unui test anti-HCV, motivele pentru care nu sunt în întregime clare Diagnosticul specific de laborator al hepatitei cronice C se realizează și prin metode serologice și biologice moleculare În manifestările clinice și biochimice ale hepatitei cronice, HS cronică actuală este documentată de prezența în sânge atât a ARN anti-VHC, cât și a HCV La pacienții cu HS cronică care s-a dezvoltat pe fondul stărilor imunosupresoare (pacienți cu hemodializă cronică, pacienți cu agammaglobulinemie etc ), rezultatul determinării anti-VHC poate fi negativ Este important de menționat că ambii markeri HC (anti-VHC și ARN HCV) nu au valoare de prognostic, deoarece nu se corelează cu severitatea procesului inflamator la nivelul ficatului și fibroza hepatică Terapia antivirală este prescrisă numai cu un rezultat pozitiv al testului pentru ARN HCV Înainte de începerea terapiei, se determină genotipul virusului, deoarece durata tratamentului și doza de medicamente prescrise depind de aceasta Pentru a monitoriza eficacitatea tratamentului, înainte de începerea tratamentului, se determină o caracteristică cantitativă a ARN-ului virusului (încărcare virală), care este re-monitorizată la a -a săptămână de tratament în cazul tratamentului unui pacient cu genotip În cazul tratamentului pacienților cu genotipurile sau , precum și , sau , se efectuează o determinare calitativă a ARN HCV înainte și la sfârșitul tratamentului, precum și la de săptămâni după terminarea tratamentului pentru a stabili clearance-ul a virusului virusul hepatitei D TAXONOMIA Virusul hepatitei D (HDV) este agentul cauzal al hepatitei D (hepatita delta) HDV nu aparține niciunei dintre familiile cunoscute de virusuri animale Prin proprietățile sale, acest virus este cel mai apropiat de viroizi și viruși sateliti ai plantelor Face parte din agentul transmis prin vector ( -agent, sau VEV) care provoacă hepatită diferită de alte hepatite virale CARACTERISTICILE AGENTULUI HDV este o particulă sferică cu un diametru mediu de nm (cu fluctuații de la la nm), constând dintr-un miez (HDAg) și un înveliș exterior format din antigenul de suprafață al virusului B (HBsAg) Genomul HJV este reprezentat de o moleculă de ARN ciclic monocatenar constând din aproximativ de nucleotide Analiza secvențelor de nucleotide ale ARN-ului VGO a mai multor izolate a relevat heterogenitatea lor parțială (de la , la , % omologie) Pe această bază, izolatele HDV au fost grupate în trei genotipuri, notate cu cifre romane I, II, III, Când este încălzit, HBV întărește legătura HDAg cu ARN, care devine rezistent la acțiunea ureei, guanidinei sau mercaptoetanolului VIROLOGIE PRIVATĂ B Antigenul este rezistent la căldură, acizi și nucleaze, dar este distrus în prezența alcalinelor și proteazelor Are activitate antigenică și poate fi folosit pentru a proiecta preparate de diagnostic Virusul hepatitei D nu poate participa la dezvoltarea infecției cu hepatită fără replicarea simultană a virusului hepatitei B Acest fapt determină două forme posibile de interacțiune a acestora: infecția simultană cu HBV și HDV - co-infecție și infecția cu HDV a unui purtător de hepatită virusul B - suprainfecție Natura relației dintre acești viruși este determinată nu numai de utilizarea AgHBs pentru a forma învelișul exterior al HDV, ci și de alte interacțiuni care nu sunt pe deplin înțelese Astfel, HDV inhibă replicarea HBV, ducând la o scădere a expresiei HBcAg și HBsAg și inhibarea activității ADN polimerazei în timpul infecției acute Una dintre posibilele explicații pentru acest fapt sunt datele* privind stimularea de către virusul a sintezei intracelulare a interferonului, care determină inhibarea replicării VHB Virusul poate fi detectat în hepatocite și în sângele pacienților cu infecție acută și cronică Markerii care indică prezența virusului în materialul de testat sunt -antigen și/sau ARN HDV Anticorpii fluorescenți și metodele de imunoperoxidază sunt utilizați pentru a detecta -antigen în materialul de biopsie sau autopsie În serul de sânge, -antigenul este determinat folosind imunotestul enzimatic, chemiluminiscența sau radioimunotestul numai după ce materialul de testat este tratat cu detergenți neionici (tween, triton etc ), care distrug învelișul exterior al virusului, făcând astfel HDAg determinanți antigenici disponibili În plus, detectarea anticorpilor din clasele IgM și IgG la antigenul este de importanță diagnostică Detectarea ARN-ului HDV se realizează folosind o reacție în lanț a polimerazei cu transcriptază inversă, care face posibilă detectarea până la ІО molecule de ARN HDV Virusul hepatitei E TAXONOMIA Virusul hepatitei E (HEV - Hepatifis E Virus) este agentul cauzal al hepatitei E, cunoscută anterior ca hepatită non-A, non-B, cu un mecanism de transmitere fecal-oral Conform principalelor caracteristici fenotipice, HEV ar putea fi atribuit familiei de calicivirus, dar compoziția și organizarea genomului său exclud complet această afiliere taxonomică Se poate presupune doar că HEV la singular reprezintă până acum un gen separat de viruși CARACTERISTICILE AGENTULUI Particulele de HGE sunt formațiuni rotunjite cu un diametru de aproximativ nm (variații de la la nm), construite din elemente structurale identice și lipsite de înveliș Genomul viral este un ARN monocatenar cu polaritate pozitivă Clonarea genomului virusului a făcut posibilă caracterizarea ARN-ului HEV prin structura sa chimică și funcțiile genelor ARN-ul de lungime completă are aproximativ de baze nucleotidice și include trei cadre de citire deschise independente (ORF), fiecare dintre acestea codând sinteza unei anumite proteine sau grup de proteine HEV este bine conservat la temperaturi de - °C și mai jos, totuși, depozitarea la temperaturi peste °C și în special îngheț-dezgheț secvenţial duce la distrugerea rapidă a virusului Este sensibil la efectele dezinfectanților care conțin clor sau iod VIROLOGIE PRIVATĂ DIAGNOSTIC DE LABORATOR Diagnosticul de laborator al hepatitei E se bazează pe determinarea anticorpilor la clasele de virus IgM și IgG VIRUSUL HERPES Taxonomie Familia herpesvirusurilor (Herpesviridae - din grecescul herpes - "târâtor") unește pantropia la organe și țesuturi, persistența pe tot parcursul vieții în corpul uman și capacitatea de a provoca diferite forme manifeste ale bolii în condiții de imunodeficiență Virușii din familia Herpesviridae sunt larg răspândiți în natură În prezent, peste de reprezentanți ai acestei familii au fost identificați și clasificați, provocând boli la oameni, animale sălbatice și domestice, amfibieni și reptile Toți virusurile herpetice sunt cu conținut de ADN, similare ca morfologie, tip de acid nucleic, mod de reproducere în nucleele celulelor infectate și dimensiune, precum și în capacitatea de a induce infecții latente, acute și cronice la om Prin decizia Comitetului de experți în taxonomie, a fost elaborată și adoptată o clasificare a virusurilor herpetice, în care familia virusurilor herpetice este împărțită în trei subfamilii - a, , y În tabel - prezintă, de asemenea, principalele forme clinice de infecție cauzate de virusurile herpetice Tabelul - Herpes- stadii ale omului si principalele forme clinice de infectii Subfamilie Gen Viruși Forme clinice de infecție Virusuri herpes alfa (Alphaherpes-vigilae) Virusuri herpes simplex (Simplexvirus) Virus herpes simplex tip H Virus simplex tip (HSV- ) Herpes labial Herpesul pielii și mucoaselor Oftalmoherpes Pneumonită Herpes genital Encefalita herpetică Virusuri herpes simplex tip H Virus simplex tip (HSV- ) Herpes genital herpesul neonatal Virusuri varicelo-zoster - herpes zoster (Varicellovirus) Virusuri varicelo-zoster Virusul varicelo-zoster tip (VZV) Varicela Zoster Run-herpesviruses {Betaherpes-viriuae) Citomegalovirus (Cytomegalovirus) Citomegalovirus Citomegalovirus tip (CMV) Leziuni congenitale ale sistemului nervos central Retinopatie, pneumonită Hepatită, sialadenită Roseolovirusuri (Roseolovirus) Herpesvirus uman A tip Nitap HerpesVvirus tip A (HHV- A) Viruși limfotropi (sugerează o relație etiologică a HHV- B cu exantem brusc) Herpes virus uman B tip Nitap Herpesvirus tip B (HHV- B) Herpes virus uman tip Nitap HerpesVirus tip (HHV- ) Relație etiologică sugerată cu sindromul de oboseală cronică PRIVAT Virologie Sfârșitul mesei - Subfamilie Gen Viruși Forme clinice de infecție Virusuri gamma-herpetice (Gammatierpes-virgipae) Limfocriptovirusuri (Lymphocryptovirus) Virusul Epstein-Barr Virusul Epsteina-Barr tip (EBV Mononucleoza infecțioasă Limfomul Burkeep Sindromul hemofagocitic Bolile limfoproliferative: limfomul limfomatozului, limfomul non-homogimatos; glandele salivare, leucoplazia malignă a cavității bucale Virusul asociat sarcomului Kaposi (Rhadinovirus) Virusul herpesului uman tip (HHV- ) Sarcomul Kaposi la persoanele HIV-seronegative Sarcomul Kaposi asociat cu infecția HIV și SIDA Boli limfoproliferative: • limfom exudat primar; • boala Castleman multifocală Notă: N - Hetpes VIRUSURI ALFA HERPES Virușii alfa herpes (Alphagerpesvirinae) se caracterizează printr-un ciclu scurt de reproducere cu efect citopatic în celulele culturilor infectate și sunt patogeni pentru majoritatea gazdelor De obicei persistă în sistemul nervos central - în ganglionii senzoriali, menținând o infecție latentă, care se manifestă adesea ca o boală agravată periodic VIRUSURI BETA HERPES Virușii beta herpes (Bethaherpesvirinae) provoacă infecții evidente și latente în glandele salivare, rinichi și alte organe Poate provoca leziuni generalizate la nou-născuți și adulți cu stări de imunodeficiență VIRUSUL HERPES GAMMA Virusurile herpetice gamma {Gammaherpesvirinae} se caracterizează prin tropism pentru limfocitele B sau T (dar se reproduc în principal în celulele B), celule limfoide, în care sunt capabile să se înmulțească și să persistă mult timp Acești virusuri sunt adesea cauza unor limfoame și leucemii grave, fatale Virusurile patogenice pentru oameni sunt virusul Epstein-Barr (HHV- ) și HHV- (vezi Tabelele - ) Caracterizarea virusurilor Dimensiunile virionului matur sunt de - nm în diametru (virionul citomegalovirusului este de - nm), are o formă sferică, patru componente structurale: • miez - genomul este reprezentat de ADN viral - o moleculă liniară dublu catenară cu componente scurte și lungi, diferite ca mărime și compoziție nucleotidică, greutate moleculară de la - x (HSV) la x (CMV), conține până la gene, subgrupuri - a, b, g: • supercapsid (înveliș exterior), pătruns cu vârfuri de glicoproteină - acestea sunt antigene specifice tipului, care determină serotipurile individuale ale virusurilor herpetice; VIROLOGIE PRIVATĂ • înveliș interior (tegumen - înveliș) - situat între supercapsidă și capsidă, grosimea este diferită pentru diferiți viruși, impenetrabilă pentru razele unui microscop electronic; • capsidă - construită din capsomere, diametrul - nm, organizate după tipul de simetrie cubică, reprezentată de antigene specifice grupului pentru fiecare subfamilie, formată din proteine nucleocapside Structura virionului conține mai mult de de proteine structurale (glicoproteine - gp), dintre care șapte (B, C, D, E, F, G, X) sunt la suprafață și provoacă formarea de anticorpi neutralizanți Capsida conține proteine (glicoproteine), proteine nestructurale (există zeci de ele), inclusiv enzima specifică virusului timidin kinaza (TK), ADN polimeraza și o proteină înrudită cu ADN ADN-ul viral este format din de gene, subgrupe - a, b, g • genele a sunt transcrise de ARN polimerază și nu necesită prezența proteinelor sintetizate de novo pentru transcriere: • produse ale genelor b - ADN polimeraza specifică virusului și TKaza, necesare pentru biosinteza ADN virionului: • genele g - proteine structurale ale virionului, reprezentate de glicoproteinele membranare A, B, C, D, E, F G, care joacă un rol important în imunopatogeneza herpesului (penetrarea HSV în celulă, fenomenul de formare a simptomatologiei) și, de asemenea, induc formarea de anticorpi de neutralizare a virusului și de fixare a complementului CARACTERISTICI STRUCTURALE ALE UNOR VIRUSURI HERPES Virusul Epschgain-Barr (EBV) este un reprezentant al virusurilor oncogene care conțin ADN, capsida sa cu un diametru de - nm este înconjurată de o membrană care conține lipide În procesul de replicare a virusului, sunt exprimate peste de proteine diferite specifice virusului, cu toate acestea, până în prezent, au fost identificate grupuri de proteine imunogene, detectarea anticorpilor la care face posibilă diferențierea stadiului infecției și anume; • EA (Early Antigen) - antiien timpuriu, include proteine p , p ; • EBNA- (Epstein-Barr Nuclear Antigen) - antigen nuclear, proteina p ; • VCA (VitalCapsid Antigen) - antigen capsid (antigen tardiv), include un complex de proteine p , pі , p ; până în prezent, s-a demonstrat că proteinele imunodominante din acest complex sunt p și p ; • LMP (Latent Membrane Protein) - proteină membranară latentă (un complex de produse de antigene timpurii și tardive), gpl Cunoașterea momentului de apariție a antigenelor EBV și a anticorpilor împotriva acestuia face posibilă documentarea infecțiilor latente, acute și cronice cu EBV Sunt cunoscute două tulpini de EBV care nu se pot distinge serologic: tipul (A) și tipul (B) Structura HHV- a fost descifrată, două izolate (subtipurile A și B) au fost izolate prin metode biologice moleculare și imunohistochimice și s-a găsit omologia virusului cu CMV uman - mai mult de % HHV- are o supercapsidă care conține lipide și o nucleocapsidă icosaedrică densă de electroni cu dimensiunea de - nm, constând din capsomere care conțin genomul virusului reprezentat de ADN dublu catenar Dimensiunea virusului este de - nm, este format din - de polipeptide cu o greutate moleculară de până la kDa, dintre care unele sunt proteine celulare Secvențele specifice ale grupelor A și B ale virusului sunt utilizate pentru diagnosticarea PCR HHV- și HHV- sunt similare în structura lor morfologică cu alte virusuri herpetice, dar diferă semnificativ de acestea în compoziția ADN-ului HHV- și IJMB au un fragment comun de genom HHV- conține secvențe omoloage cu două virusuri herpes oncogene cunoscute, herpesvirusul saimiri și EBV VIROLOGIE PRIVATĂ Astfel, virusurile herpetice au caracteristici comune; prezența ADN-ului, asemănarea morfologiei, modul de reproducere, dimensiunea, capacitatea de a infecta celulele și țesuturile limfoide, pantropia și persistența în celulele diferitelor organe și sisteme, polimorfismul clinic al procesului infecțios și inducerea reproducerii altor virusuri, precum și capacitatea de a provoca procese mutaționale în celulele somatice persoană În același timp, fiecare virus este destul de diferit în proprietăți antigenice și biologice, capacitatea de a se reproduce în anumite țesuturi și celule ale corpului, provocând diferite forme clinice și patogenetice ale bolii Stabilitate în mediul extern HSV-urile sunt termolabile, inactivate la o temperatură de - °C după de minute, instabile la acțiunea factorilor fizici și chimici, relativ ușor distruse de ultraviolete și raze X, distruse de solvenți organici, detergenți, enzime proteolitice Alcoolul etilic, fosfataza, bila, eterul și alți detergenți inactivează rapid HSV La temperaturi scăzute (de la - la - °C), virusul persistă ani și decenii După liofilizare, HSV nu își pierde activitatea mai mult de ani Material clinic pentru cercetare de laborator Un studiu asupra BBVI este realizat luând în considerare anamneza, datele clinice și epidemiologice Materialul pentru cercetare poate fi diferit (Tabelul - ) Pe lângă formele manifeste de infecție cu herpes (HI), sunt cunoscute formele sale asimptomatice și latente (herpes atipic nerecunoscut - %, herpes asimptomatic - %) Materialul de cercetare în cazul suspectării herpesului nerecunoscut este răzuirea celulară, LCR, aspirate, probe de biopsie, sânge Tabelul - Materiale studiate în timpul izolării virusurilor herpetice în funcție de localizarea leziunilor Localizarea leziunilor Conținutul veziculelor Razuirea celulelor LCR Aspirat bronșic Biopsie Sânge Piele + + Ochi + + Organele genitale + + + Anus + + + Gură + + + SNC ++ ++ Lumină + + + Ficat + + Herpes congenital + + + + + Razuirea celulelor: - din membrana mucoasa a cavitatii bucale, faringe: - conjunctiva; - membrana mucoasă a vaginului, colul uterin; - membrana mucoasă a rectului Diagnosticul de laborator al infecției cu virus herpes Metodele de laborator pentru diagnosticarea infecțiilor cu virus herpes sunt utilizate în prezent numai în cazurile în care este necesară clarificarea etiologiei VIROLOGIE PRIVATĂ hyu sau evalua dinamica bolii Cel mai adesea, clarificarea etiologiei bolii este necesară pentru afectarea organelor vizuale (uveită, conjunctivită și keratoconjunctivită), a sistemului nervos central (encefalită seroasă și meningită) și a organelor genitale (organe genitale vulvare, cervicita, uretrita) , deoarece nu numai virusurile herpetice, ci și un număr destul de mare de alte viruși provoacă boli acute și recurente ale acestor organe Este important să se analizeze virusurile herpetice la pacienții cu antecedente obstetricale nefavorabile, suspiciune de infecție mixtă, pacienții cu deficiență imunologică secundară, în special cu limfadenopatie, febră prelungită În astfel de cazuri, o eroare în alegerea medicamentelor etiopatogenetice și a dozelor acestora duce adesea la consecințe negative grave Controlul de laborator al evoluției bolilor herpesvirus este necesar în caz de diseminare a procesului, la femeile însărcinate În aceste situații, metodele de determinare a titrurilor de anticorpi anti-herpetici nu sunt foarte informative, care sunt adesea o dovadă indirectă a activității procesului și a unui răspuns imun specific, în timp ce pentru a clarifica etiologia, stadiul și cursul proces infecțios, medicii ar trebui să aibă informații despre prezența sau absența virusurilor herpetice înșiși sau a antigenelor acestora Metoda virologică Metoda virologică este "standardul de aur" în diagnosticul BBVI O trăsătură distinctivă a acestei metode este un grad ridicat de fiabilitate a rezultatelor obținute, precum și sensibilitatea ridicată ( - %) și specificitatea ( %), posibilitatea de a obține o cultură pură a agentului patogen pentru studiul său ulterioar, în special testarea sensibilității la medicamentele antivirale; dezavantajul este durata procedurii (de la la - zile) Cultivarea virusului se realizează pe o cultură celulară sensibilă Vero Metoda virologică accelerată În prezent, se folosește și o metodă virologică accelerată pentru detectarea virusului Esența metodei constă în faptul că materialul obținut de la pacienți este cultivat concomitent cu cultura de celule Vero timp de de ore, după care celulele de cultură sunt fixate în acetonă rece În continuare, se realizează detectarea antigenelor virale în reacția de imunofluorescență indirectă (RNIF) Anticorpii monoclonali (MAB) la HSV sunt aplicați preparatelor fixe Apoi preparatele sunt incubate într-o cameră umedă timp de oră la o temperatură de ° C și spălate cu apă curentă După spălare, un conjugat anti-specie, anticorpi marcați cu FITC împotriva imunoglobulinelor de șoarece, este stratificat pe preparate și plasat pentru minute la o temperatură de ° C Preparate colorate examinate cu ajutorul microscopului fluorescent Microscopic, incluziunile specifice virusului sunt determinate sub formă de formațiuni cu fluorescență verde sau galben-verde în nucleul și/sau citoplasma celulelor epiteliale poate avea o structură granulară, omogenă sau mixtă Valoarea acestei metode constă în faptul că este Până acum, singura metodă care vă permite să alegeți un medicament antiviral pentru tratamentul HI și să evaluați eficacitatea terapiei antivirale , - luni de la terminarea tratamentului Rezultatele unui studiu de laborator sunt gata în zile Metode de indicare citologică directă Primele metode de diagnosticare a BBVI au fost metode de indicare citologică directă a virusurilor herpetice în probe de material patologic primar În prezența unui virus în țesuturile afectate, metoda citologică face posibilă detectarea celulelor multinucleate rotunjite gigant cu incluziuni intranucleare specifice; cu CMV - celule gigant rotunjite VIROLOGIE PRIVATĂ cu un nucleu ocupând aproape întreaga citoplasmă, mărit datorită unei incluziuni omogene ("ochiul bufniței") O indicație pentru metoda citologică de studiu a GI este un curs asimptomatic, precum și o fază acută a bolii Simplitatea metodei o face să fie folosită și astăzi cu toate acestea, majoritatea autorilor o recunosc ca fiind imperfectă și nesigură Dezavantajele metodei sunt imposibilitatea diferențierii infecțiilor primare și recurente, precum și imposibilitatea de a preciza tipul de HSV care este cauza bolii În plus, sensibilitatea și specificitatea nu depășesc % față de metoda de izolare a virusului în culturi de țesuturi și depind de obținerea unui număr suficient de celule pentru cercetare, adică prelevarea corectă a materialului Metoda imunofluorescenței Metoda imunofluorescentă se bazează pe detectarea complexelor luminoase ale antigenului patogen (lipopolizaharidă sau proteina principală a membranei exterioare) cu anticorpi specifici în probe de material primar de la pacienți folosind un microscop fluorescent Cu microscopia fluorescentă, virusurile herpetice au o strălucire specifică intensă de culoare verde smarald Antigenul virusului poate fi găsit în nucleul, nucleul și citoplasma celulelor nemodificate Mulți autori consideră că rezultatele fluorescenței intracelulare sunt pozitive în prezența a cel puțin trei celule luminoase care conțin anti-în Avantajele RIF sunt costul redus, specificitatea ridicată ( %) și sensibilitatea ( - %), viteza de obținere a rezultatelor (în decurs de ore), iar dezavantajul este dependența rezultatelor de calitatea prelevării materialelor, stadiul bolii și calificările virologului Metode de diagnostic de laborator Trebuie remarcat faptul că, pentru a crește fiabilitatea diagnosticului de herpes genital, în special în cazurile de herpes subclinic și cu forme scăzute de manifestare, se recomandă utilizarea a două sau trei metode de diagnosticare de laborator în muncă, în special atunci când se examinează gravide, femei cu antecedente obstetricale nefavorabile, persoane cu diagnostic ginecologic neprecizat În ultimii ani, s-au răspândit teste de diagnostic pentru determinarea antigenelor și anticorpilor la virusurile herpetice, bazate pe principiul ELISA, precum și metodele PCR pentru detectarea ADN-ului herpesvirusului în material de la pacienți Determinarea anticorpilor antivirali Anticorpii antivirali din clasele IgG, IgA, IgM din serul sanguin sunt determinați prin ELISA Simplitatea, specificitatea ridicată și sensibilitatea, precum și costul scăzut al acestei metode și capacitatea de a determina stadiul bolii, au făcut-o cea mai comună în diagnosticul GI Dezavantajul metodei este posibilitatea de a obține rezultate fals pozitive datorită reacțiilor încrucișate cu anticorpi normali După introducerea virusului herpes în organismul uman, începe sinteza imunoglobulinelor specifice clasei M (IgM), care se determină în a - -a zi după infectare și ajung la o valoare maximă în a - -a zi Din ziua - începe producerea de IgG specifice, ceva mai târziu IgA Anticorpii IgA rămân în corpul uman pentru o perioadă scurtă de timp ( luni), anticorpii IgG - toată viața Valoarea diagnostică în GI primar este detectarea IgM și/sau o creștere de patru ori a titrurilor imunoglobulinelor specifice G (IgG) în serurile sanguine pereche obținute la un interval de - de zile Herpesul recurent apare de obicei pe fondul unor niveluri ridicate de anticorpi IgG, indicând o stimulare antigenică constantă VIROLOGIE PRIVATĂ corpul pacientului Adesea, diagnosticul fazei active a infecției printr-o creștere de patru ori a titrului de anticorpi IgG provoacă dificultăți, deoarece titrul de anticorpi IgG poate crește destul de repede (în interval de - sug) după apariția simptomelor boala Dacă se detectează orice nivel de anticorpi IgG, se recomandă testarea serurilor pentru anticorpi IgM, în special împotriva CMV Determinarea anticorpilor cu aviditate scăzută în infecțiile cu virus herpes Singura modalitate de a diagnostica imediat și fiabil o infecție primară este determinarea indicelui de aviditate (AI) al anticorpilor specifici Testul pentru determinarea avidității anticorpilor IgG vă permite să determinați momentul exact al infecției și să distingeți între primar, reinfectare sau reactivare a procesului infecțios, validitatea IgG specifice în serodiagnosticul agenților patogeni ai bolilor infecțioase este determinată prin diferite metode: aglutinare, radioimunotest, RSK, ELISA, electroblotting și electroforeză Mai des, indicele de aviditate este determinat folosind ELISA Esența metodei este următoarea În timpul incubării probelor de ser sanguin cu antigeni adsorbiți pe placă, se formează complexe imune După spălarea plăcii, se adaugă o soluție într-o porțiune a godeurilor, care ajută la îndepărtarea IgG "timpurii" cu aviditate scăzută (agent de denaturare) Apoi, se adaugă un conjugat de antiglobulină și legarea acestuia la complexul antigen-anticorp este monitorizată folosind o soluție de cromogen După oprirea reacției enzimatice, absorbția optică a soluției colorate se măsoară cu un spectrofotometru Prezența anticorpilor IgG specifici virusului cu aviditate scăzută în proba de testat este determinată de o scădere a intensității colorării în comparație cu godeurile tratate cu o soluție de referință Dietilamida, tiocianatul de potasiu și glutaraldehida sunt utilizate ca denaturant uree S-a demonstrat că tratamentul cu soluție de uree M este cea mai simplă metodă de măsurare a avidității IgG, totuși, această metodă este mai puțin sensibilă decât utilizarea dietilamidei, deoarece nu permite detectarea anticorpilor cu aviditate scăzută la luni după infecția primară Indicele de aviditate (AI) al anticorpilor serici este calculat prin formula: IL \u d OPH x ISO / OP , unde OPC este densitatea optică în godeuri cu antigeni după tratamentul cu un agent de denaturare: OD este densitatea optică în godeuri cu același ser după tratamentul cu o soluție de referință Luarea în considerare a reacției: o valoare AI sub - % (în funcție de caracteristicile sistemului de testare) indică o infecție primară proaspătă O valoare PA egală sau mai mare de % indică prezența anticorpilor foarte avidi în ser - markeri ai infecției anterioare Un indice de aviditate a anticorpilor de - % poate indica o etapă târzie a infecției primare sau o infecție recentă (infecție precoce cu pastă) numai dacă sunt detectate concentrații mari de anticorpi Este necesar să se interpreteze rezultatele determinării AI în strictă conformitate cu recomandările producătorului, deoarece valoarea AI pentru același stadiu al bolii poate varia mult în funcție de metoda de distrugere a complexului imunitar și de natură a denaturantului utilizat Astfel, dacă în serul sanguin studiat, în prezența sau absența anticorpilor IgM, sunt detectați anticorpi IgG cu aviditate scăzută, aceasta indică o infecție primară (recentă) Prezența anticorpilor IgG foarte avizi indică un răspuns imun secundar în cazul expunerii la excitație VIROLOGIE PRIVATĂ organismul sau exacerbarea (reactivarea) bolii Testul de aviditate este simplu de efectuat și este disponibil pentru majoritatea laboratoarelor imunologice Metoda imunoblot Metoda imunoblot (Westemblot, Line-blot) este o nouă generație de teste de confirmare pentru infecții Este un șablon de evaluare individuală, este posibilă automatizarea studiului Diagnosticul de laborator al bolilor cauzate de HSV tipurile și include un set de studii pentru a identifica un răspuns imun specific (anticorpi), pentru a determina ADN-ul viral și proteinele virale (antigeni), precum și pentru a confirma natura agentului patogen prin metoda culturală ( prin efect citopatogen}' virus in cultura de celule transplantate) Testele serologice pentru HSV, care vizează detectarea anticorpilor împotriva HSV tipurile și , prezintă o semnificație diagnostică scăzută din cauza ambiguității interpretării clinice Creșterea titrurilor de anticorpi la HSV are loc lent, pe parcursul mai multor săptămâni, în timp ce anticorpii specifici din clasele IgM și IgG pot fi detectați simultan Ulterior, anticorpii împotriva HSV clasa M pot circula în sânge de la câteva luni la câțiva ani Acest fenomen este asociat cu imunitatea afectată la persoanele infectate cu HSV În plus, în cazul reactivării HSV, în sânge pot reapărea anticorpii specifici de clasa M Pe de altă parte, la pacienții imunocompromiși cu recidive ale infecției cu HSV, anticorpii împotriva virusului (atât IgM, cât și IgG) pot să nu fie detectați Un rezultat fals negativ al testului pentru clasa M anti-HSV poate apărea la nou-născuți Cu toate acestea, examinarea serologică trebuie efectuată folosind metoda serurilor pereche (cu un interval de - de zile) Absența IgM antiherpetice în primul și apariția IgM antiherpetice în al doilea ser sau o creștere a titrurilor de IgG specifice de patru ori sau mai mult pot fi un indicator al infecției acute cu HSV Schematic, interpretarea rezultatelor studiului serurilor pentru anticorpii HSV tipurile și poate fi reprezentată astfel: niveluri scăzute și medii de anticorpi IgG - remisiune, niveluri ridicate - exacerbare Dacă sunt detectate niveluri ridicate de anticorpi IgG la virusurile herpetice, se recomandă testarea suplimentară a serurilor prin PCR, care poate indica în mod fiabil prezența virusului în organism Metoda imunofluorescenței directe Metoda imunofluorescenței directe (DIF) cu anticorpi poli- sau monoclonali împotriva HSV- și HSV- în studiul materialului primar de la pacienți oferă o idee despre proprietățile morfologice ale celulelor și despre modificările în localizarea antigenelor HSV Pe lângă semnele directe de deteriorare a celulelor de către virusurile herpetice (luminiscență specifică), există semne indirecte de infecție herpetică conform PIF • agregarea materiei nucleare, exfolierea cariolemei; • prezența așa-numitelor nuclei-găuri, când din nucleul celulei rămâne doar o singură cariolemă; • prezenţa incluziunilor intranucleare - Corpi caudry La crearea unui PIF, medicul primește nu numai o evaluare calitativă, ci și o evaluare cantitativă a stării celulelor infectate Metoda ELISA Cu ELISA, antigenele sunt determinate folosind anticorpi marcați cu o enzimă Avantajul ELISA în comparație cu RIF este un grad mai mare de sensibilitate, standardizare și automatizare a studiilor, o scădere a frecvenței erorilor false, subiective, asociate cu calificările unui asistent de laborator Sensibilitatea metodei este de - % VIROLOGIE PRIVATĂ metoda reacției în lanț a polimerazei În prezent, este principala metodă de diagnosticare în asistența medicală practică pentru detectarea ADN-ului virusului În acest caz, orice material biologic poate fi utilizat pentru izolarea ADN-ului HSV: celule, fluide biologice, țesuturi etc În prezent, au fost dezvoltate metode pentru determinarea cantitativă a ADN-ului viral într-o probă de testare Pe baza datelor obținute, este posibil să se evalueze forma procesului infecțios Astfel, dacă cantitatea de ADN depășește de copii ale echivalentului genomului (g/e) la leucocite din sângele periferic, acest lucru poate indica dezvoltarea unei infecții diseminate Diagnosticul de laborator al infecției cu CMV Diagnosticul de laborator al infecției cu CMV include mai multe abordări: • detectarea particulelor virale infecțioase sau a antigenelor; • determinarea ADN-ului viral; • determinarea răspunsului imun al organismului; • identificarea efectului citostatic direct al virusului izolat din substraturile biologice ale pacientului asupra culturii de celule transplantate Testele serologice pentru CMV sunt esențiale pentru stabilirea infecției cu acest virus Cu toate acestea, seropozitivitatea nu este în niciun caz baza pentru concluzia că boala este într-adevăr cauzată de CMV S-a demonstrat că titruri mari de anticorpi anti-CMV au fost găsite atât la purtătorii sănătoși, cât și la pacienții cu infecție acută Determinarea selectivă a anticorpilor specifici împotriva claselor M și G de CMV, de asemenea, nu ne permite să diferențiem cu deplină încredere infecția acută de reactivarea cronică De aceea determinarea antigenelor virale si a ADN-ului CMV devine un test necesar pentru diagnosticarea bolii cu acest virus Metoda PCR este utilizată pe scară largă pentru diagnosticul CMV în orice țesuturi și fluide biologice, inclusiv materialul de biopsie fixat cu formol Această metodă depășește în sensibilitate toți analogii disponibili Pentru a crește semnificația diagnostică și prognostică, sunt utilizate metode de cercetare cantitativă pentru a determina încărcătura virală CMV în sânge prin PCR în timp real, ceea ce face posibilă evaluarea eficacității terapiei antivirale Diagnosticul de laborator al infecției cu EBV Diagnosticul de laborator al infecției cu EBV se bazează pe examinarea citologică a sângelui sau a măduvei osoase, studii serologice (determinarea anticorpilor heterofili și antivirali) și PCR Diagnosticul serologic al infecției cu EBV prezintă anumite dificultăți Se bazează pe detectarea anticorpilor specifici la mai mulți antigeni ai virusului (VCA, EA, EBNA), dar nu există un singur test de încredere care să ofere informații fiabile pentru a face un diagnostic final În stadiile incipiente ale infecției, IgM și IgG la antigenul nuclear (IgM-VCA și IgG-VCA) sunt detectate în probele de ser sanguin ale pacientului complex de antigene precoce Anticorpii IgM la antigenul nuclear (EBNA) pot servi ca un indicator al infecției acute Cu toate acestea, un număr de autori notează frecventa VIROLOGIE PRIVATĂ apariția reacțiilor fals pozitive datorate reactivității nespecifice S-a demonstrat că anticorpii la proteina nucleară EBNA- p sunt doar markeri ai infecției cu pastă Apariția anticorpilor IgM anti-VCA poate apărea tardiv sau deloc Pe de altă parte, IgM anti-VCA poate fi detectat în decurs de câteva luni de la infecția inițială, reapar când infecția este reactivată, precum și în mononucleoze de altă etiologie (CMV, toxoplasmoză, hepatită A, HIV) Există opțiuni pentru interpretarea rezultatelor unui studiu serologic al pacienților cu infecție cu EBV, ținând cont de caracteristicile calitative ale sistemelor de testare ale producătorilor (Tabelele - ) Tabelul - Opțiuni pentru interpretarea rezultatelor unui studiu serologic la pacienții cu EBV" Stadiile infecției cu EBV Anticorpi de grad scăzut Markerii infecției cu EBV VCA-JqG VCA-IgM EA-lgG FBMAIgG Perioada de incubație sau absența infecției - - - - - Infecție primară precoce + + - - - Infecție primară precoce + + + - - Infecție primară acută (mononucleoză infecțioasă) + + + + - Infecție primară tardivă - + +/- ( n situ (CIS) CIN III clasa a IV-a HSIL (B-PIP) CC invaziv CC invaziv grad CC invaziv Atipia celulelor epiteliului glandular (endocervical) Atipia celulelor epiteliului glandular (endocervical) Atipia celulelor epiteliului glandular endocervical (AGUS) Adenocarcinom Adenocarcinom Adenocarcinom Notă CIN - Neoplazia intraepitelială cervicală', ASCUS - Celulele scuamoase atvpicale de semnificație nedeterminată (APNZ - atipie de celule scuamoase de semnificație incertă); LSIL - Leziuni intraepiteliale scuamoase de grad scăzut (N-PIP - leziune intraepitelială scuamoasă de grad scăzut); HSIL - High-GradeSquamous IntraepitetialLesions (H-PIP - High-GradeSquamous IntraepitetialLesions) LA V VSH • clasa a II-a - o ușoară modificare a elementelor celulare (o ușoară creștere a nucleului, apariția celulelor epiteliului metaplazic), din cauza procesului inflamator în vagin și/sau col uterin; • Clasa a III-a - celule unice cu modificări ale raportului dintre nucleu și citoplasmă, discarioză (este necesară examinarea citologică repetată sau examinarea histologică a biopsiei): • clasa a IV-a - celule individuale cu semne clare de malignitate (nuclei măriți, citoplasmă bazofilă, distribuție neuniformă a cromatinei); • Clasa a -a - un număr mare de celule atipice (canceroase) Diagnosticul unui neoplasm malign nu este pus la îndoială Verificarea tumorilor epiteliale maligne ale colului uterin este posibilă numai cu examen histologic, care este "standardul de aur", dar o metodă de diagnostic secundară datorită invazivității și laboriozității Criteriile citologice care permit unui citolog cu experiență să concluzioneze că epiteliul cervical HPV este afectat sunt detectate doar în % din toate cazurile de infecție, excluzând forma latentă de infecție care nu este accesibilă pentru diagnosticul morfologic În același timp, s-a constatat că prezența virusului, chiar și fără semne de displazie epitelială, este însoțită de o creștere de de ori a riscului de a dezvolta carcinom cervical În acest sens, OMS și multe organizații internaționale de control al cancerului recomandă utilizarea geneticii moleculare VIROLOGIE PRIVATĂ cercetare - testul HPV la screening primar la femeile de peste de ani în combinație cu citologie sau ca test de sine stătător în țările în care programele de screening pentru citologie cervicală sunt prost organizate și pentru a monitoriza tratamentul displaziei moderate și severe (CIN II și CIN III) ), carcinoame in situ și cancere invazive Această metodă este, de asemenea, foarte utilă pentru rezolvarea rezultatelor îndoielnice ale unui studiu citologic, atât în depistarea inițială a modificărilor neoplazice, cât și la pacienții care întârzie tratamentul pentru displazie și cancer Contingentele și multitudinea de studii privind transportul HPV cu risc carcinogen ridicat folosind testul HPV sunt suficient acoperite în literatură Utilizarea unui studiu citologic împreună cu testul HPV face posibilă creșterea ratei de detecție a precancerului și a cancerului de col uterin până la - % și pentru a crește intervalele dintre examinările regulate la - ani la pacienții HPV-negativi (inclusiv grupurile ASC-US și CINI) Cu toate acestea, utilizarea acestei metode ca criteriu de diagnostic pentru procesele neoplazice ale colului uterin duce la un supradiagnostic semnificativ, deoarece în aproximativ % din cazuri infecția este de scurtă durată și se termină cu recuperarea spontană și eliminarea virusului Astfel, detectarea ADN-ului HPV nu face posibilă în majoritatea cazurilor să se prezică dezvoltarea cancerului de col uterin Totuși, testul HPV are o mare valoare prognostică, mai ales dacă, pe fondul infecției cu HPV, există deja o imagine a displaziei epiteliului cervical Verificarea diagnosticului de tumori epiteliale maligne ale colului uterin este posibilă numai cu un studiu patomorfologic, care, de asemenea, face posibilă aprecierea gradului de afectare epitelială în formele clinice și subclinice de infecție cu HPV prin prezența efectului citopatic al virus POLIOVIRUSURI Caracterizarea virusurilor Poliovirusurile aparțin familiei Picomaviridae (din grecescul pico - "mic" și aceea - "conținând ARN"), din genul Enterovirus Există trei serotipuri de poliovirus; tip I, tip II, tip III Tipul reprezentativ al genului Enterovirus și seme Picomaviridae este un poliovirus, o tulpină Mahoney de poliovirus de tip Virusurile poliomielitei sunt printre cele mai mici virusuri ARN cunoscute Particulele virale sunt rotunde, - nm în diametru, cu simetrie icosaedrică, nu au înveliș lipidic Învelișul proteic foarte structurat al poliovirusului este format din șaizeci de subunități, fiecare dintre acestea fiind formată din patru lanțuri polipeptidice diferite, în interiorul său se află genomul viral - o moleculă de acid ribonucleic (ARN) Genomul poliovirusului este un ARN monocatenar pozitiv de aproximativ de nucleotide Cele patru polipeptide capside (VP -VP ) sunt produse ale clivajului proteolitic al poliproteinei precursoare Capătul ' al ARN-ului este poliadenilat, iar proteina cu greutate moleculară mică VPg este atașată covalent la capătul ' Conform structurii tridimensionale a poliovirusului, majoritatea aminoacizilor localizați pe suprafața particulei virale aparțin proteinei VP , proteinele VP și VP sunt parțial expuse, iar proteina VP este o proteină complet internă ARN-ul genomic al poliovirusului este infecțios și servește ca ARN mesager pentru sinteza proteinelor virale Majoritatea ARN-ului poliovirusului, cu excepția a două regiuni netraduse de la capătul '- și '-terminal, are o lungime de o lungime VIROLOGIE PRIVATĂ un cadru de citire deschis care codifică o proteină mare, o poliproteină, care este produsă în timpul translației în citoplasma celulelor infectate Apoi, ca urmare a unei cascade de clivaj proteolitice catalizate de două proteaze diferite, toate proteinele structurale active funcțional ale capsidei virale (de la VP la VP ) și proteinele nestructurale sunt formate din poliproteină, inclusiv proteina D, care funcționează ca ARN polimeraza, enzima responsabilă pentru replicarea ARN-ului genomic, Mecanismul de penetrare a virusului în citoplasma celulei și eliberarea genomului viral în ea rămân neclare Poliovirusul se leagă de o proteină specifică a membranei citoplasmatice, receptorul poliovirusului (PVR; CD ), care aparține superfamiliei proteinelor imunolobulinelor Atașarea la receptor determină modificări ale structurii capsidei necesare pentru intrarea genomului în citoplasmă Niciun alt picornavirus nu este capabil să utilizeze această proteină ca receptor celular Rata mare de eroare a ARN polimerazei în timpul replicării ARN o componentă medie HH pe o bază contribuie la apariția substituțiilor de nucleotide în genomul poliovirusului, iar absența mecanismelor de corectare a acestor erori poate duce la acumularea de mutații punctuale în procesul de replicare a poliovirusului Evoluția poliovirusurilor, pe lângă mutații, este asociată și cu fenomenul de recombinare moleculară Introducerea unui vaccin oral antipolio în organism sub forma unui amestec de poliovirusuri de trei serotipuri face posibilă infectarea simultană a unei celule a epiteliului intestinal cu virusuri de diferite serotipuri, ceea ce duce la implementarea recombinării moleculare între genomi a poliovirusurilor de diferite serotipuri și apariția tulpinilor care sunt recombinante intertip Aceasta este baza pentru apariția tulpinilor de vaccin recombinant intertip la pacienții cu poliomielita paralitică asociată vaccinului S-au găsit tulpini recombinante intertip și la copiii sănătoși vaccinați Fenomenul de recombinare este înregistrat și între vaccin și tulpinile sălbatice de poliovirusuri de același serotip (recombinante intratip) la pacienții cu poliomielita paralitică asociată vaccinului Poliovirusurile sunt similare cu enterovirusurile, dar diferă de alte picornavirusuri prin proprietăți fizice și chimice - densitate plutitoare și rezistență la acizi slabi Particulele de poliovirus au o densitate flotantă de , g/ml și un factor de sedimentare de S Sunt relativ rezistente la căldură (în prezența cationilor de magneziu) În - ore, poliovirusurile sunt stabile într-un mediu acid (pH = , , ) Viabil la pH = , și mai jos; Rezistent relativ la o serie de detergenți și dezinfectanți, inclusiv săpun, detergenți neionici, eter, cloroform și alți solvenți grăsimi Virușii rămân viabile timp de câteva săptămâni la ° C și câteva zile la temperatura camerei, dar sunt rapid inactivați prin uscare, lumină ultravioletă, căldură, formol și clor liber Material clinic pentru cercetare de laborator Deoarece poliovirusurile se reproduc în tractul intestinal timp de câteva săptămâni după infectare, probele de fecale sunt cele mai potrivite pentru izolarea virusului Tampoanele de gât sunt mai puțin potrivite, deoarece poliovirusurile se găsesc în faringe timp de - zile după debutul bolii Poliovirusurile sunt rareori izolate din lichidul cefalorahidian Eficacitatea diagnosticului virusologic depinde în mare măsură de colectarea corectă și în timp util a probelor clinice, precum și de respectarea condițiilor optime pentru transportul lor la laborator Probele de fecale de la pacienții cu AFP trebuie prelevate devreme (până la zile) de la debutul paraliziei VIROLOGIE PRIVATĂ Două probe de fecale (aproximativ g fiecare) sunt prelevate de la pacient cu un interval de - de ore, deoarece conținutul virusului în fecale poate fluctua Probele sunt plasate într-un tub de plastic cu capac filetat Probele trebuie refrigerate după recoltare și, dacă sunt transportate la un laborator de virologie, imediat după recoltare Dacă acest lucru nu este fezabil, probele trebuie congelate la - °C și expediate congelate Probele trebuie livrate prin orice mod de transport, întotdeauna într-un recipient termic cu pachete reci Timpul de livrare a probelor la laborator nu trebuie să depășească de ore de la data prelevării Probele sunt însoțite de o trimitere, care reflectă neapărat istoricul de vaccinare al copilului (numărul de doze de vaccin primite și data ultimei vaccinări) În laboratorul de virologie se verifică și se înregistrează starea probei primite (volum suficient, fără scurgeri și fără încălcarea lanțului de frig) Fiecare probă primește un număr de identificare, care este înscris în registrul de lucru, în direcția și etichetat pe flacon cu capac Diagnosticul de laborator Studiile virologice ale materialului de la pacienți cu poliomielită și paralizie acută flască (AFP) sunt efectuate numai de laboratoare virologice acreditate de OMS care fac parte din rețeaua globală de laboratoare OMS pentru diagnosticarea poliomielitei Șapte laboratoare din rețeaua globală sunt situate în Federația Rusă și formează rețeaua de laboratoare a Federației Ruse pentru diagnosticarea poliomielitei Acesta este Laboratorul Național de Diagnostic al Poliomielitei de la Institutul de Poliomielite și Encefalită Virale M P Chumakov RAMN (NL) care este și Laboratorul Regional de Referință al OMS (RRL) Rețeaua de laboratoare a Federației Ruse include și laboratoare subnaționale de virologie care funcționează ca parte a centrelor regionale de supraveghere epidemiologică a poliomielitei și AFP din Moscova, Khabarovsk, teritoriile Stavropol Sverdlovsk, regiunile Omsk, Sankt Petersburg NIIEM le L Pasteur Toate studiile virologice sunt efectuate în conformitate cu Ghidurile OMS SP - și MUK - în conformitate cu cerințele de izolare - asigurarea depozitării în siguranță a poliovirusurilor în laborator Prelucrarea probelor de fecale primite pentru cercetare se realizează într-un cabinet laminar de clasa a II-a de protecție folosind cloroform, la care enterovirusurile sunt rezistente Pe lângă bacterii și ciuperci, cloroformul elimină și lipidele potențial toxice și promovează disocierea agregatelor virale Pentru a prepara o suspensie fecală de %, tuburile de centrifugă din polietilenă rezistentă la cloroform cu o capacitate de ml sunt etichetate conform numărului probei În fiecare tub se adaugă ml de soluție salină tamponată cu fosfat (PBS) cu antibiotice, g de perle de sticlă și ml de cloroform Adăugați g de probă de fecale în eprubetă Închideți bine tubul de centrifugare și agitați puternic timp de de minute într-un agitator mecanic sau manual Se centrifugă timp de de minute la g într-o centrifugă refrigerată Lichidul supernatant* al fiecărei probe este transferat în două fiole cu capac filetat etichetate Dacă lichidul este opac, se repetă tratamentul cu cloroform După prelucrarea probei, supernatantul este transferat în două eprubete din plastic, un tub este lăsat pentru depozitare la - °C, celălalt este folosit pentru cercetare în cultura celulară Pentru izolarea și identificarea poliovirusurilor, OMS recomandă linii celulare: L B și RD L B este o linie celulară recombinată de șoarece (celule j) concepută pentru izolarea selectivă a virusurilor poliomielitei Celulele de șoarece din această linie sunt modificate genetic pentru a exprima receptorul poliovirusului uman RD - celule derivate din rabdomiosarcom VIROLOGIE PRIVATĂ persoană O a treia linie celulară (Hep- , Cipcitul) derivată din carcinomul epidermoid uman a fost recomandată anterior de OMS pentru utilizare în rețeaua de laboratoare OMS și continuă să fie utilizată pentru monitorizarea serologică a imunității la poliovirusuri Celulele L B sunt sensibile selectiv la poliovirusuri, care induc în ele un efect citopatogen (CPI) caracteristic Celulele RD sunt foarte sensibile la poliovirusuri, care se reproduc bine și pe celulele Hep- Izolarea și identificarea poliovirusurilor și a altor enterovirusuri se realizează în conformitate cu algoritmul descris în Manualul OMS pentru testarea de laborator a poliomielitei Proba de fecale procesată este aplicată celulelor L B și RD care sunt vizualizate timp de zile, in lipsa CPE se efectueaza o trecere oarba si se continua observarea inca zile Eșantionul este considerat negativ dacă, după două treceri, CPE nu a putut fi detectat Perioada totală de observare pentru culturile infectate trebuie să fie de cel puțin zile În prezența CPE pe linia celulară L B, serotipul poliovirusului este determinat în reacția de microneutralizare pe aceleași celule, tulpina este trimisă la RRL pentru diferențierea intratip Dacă virusul nu este tastat, acesta este trimis și la RRL pentru identificare În absența CPE pe celulele L B, dar prezența CPE pe celulele RD, se face un pasaj pe celulele L B Prezența CPE pe această cultură celulară indică o posibilă izolare a poliovirusului și toate procedurile ulterioare sunt efectuate așa cum este descris mai sus Dacă CPE este observată numai pe celulele RD (RD+, dar L B-), trebuie determinat tipul de enterovirus din celulele RD Identificarea poliovirusurilor se realizează folosind o reacție de microneutralizare cu un set de seruri specifice pentru serotipurile poliovirusurilor I, II și III În experimentul de neutralizare, suspensia de virus se amestecă în volum egal cu serurile de diagnostic în godeurile plăcii de microneutralizare, se incubează timp de oră la °C, se adaugă suspensia celulară, se pune într-un termostat, se efectuează microscopia zilnică până la se obține rezultatul final al identificării (de obicei în zile) Pregătirea diluțiilor de lucru ale serurilor se efectuează în conformitate cu instrucțiunile producătorului Efectuând un test de microneutralizare, interpretarea rezultatelor se efectuează în conformitate cu Ghidurile OMS pentru testarea de laborator a poliomielitei Tiparea virusului izolat se efectuează pe cultura pe care este izolat Dacă virusul este izolat atât pe celulele RD, cât și pe celulele L B, identificarea este efectuată pe ambele culturi, în timp ce tulpina izolată pe L B este examinată mai întâi Serurile imune cu titruri mari de anticorpi sunt amestecate cu KKID dintr-o tulpină izolată a unui virus necunoscut Suspensia de virus cu CPE pe "+++" sau "++++" conține aproximativ - CCID în µl Acest test utilizează diluții de inchi și pentru a economisi timp și materiale pentru pretitrarea fiecărei tulpini Titrarea tulpinii este inclusă în fiecare test Dacă virusul este izolat atât pe celule RD, cât și pe celule L B, virusul izolat pe L B este examinat mai întâi pentru a obține cel mai important rezultat cât mai rapid Dacă rezultatul este neconcludent, tulpina izolată pe celulele RD este tipată Tulpina obținută pe L B este trimisă la NL / RRL pentru cercetări ulterioare, timp în care: • trece de ori, timpul total de observare este de minim zile; • dacă virusul netipabil este izolat în celule L B din probe recoltate în țări neendemice sau recent endemice, sunt informați coordonatorul regional de laborator și șeful programului național de eradicare a poliomielitei; • enterovirusurile non-polio sunt tipizate la cererea EPI VIROLOGIE PRIVATĂ Când se interpretează rezultatele reacției de neutralizare (Tabelele - ), este important să se țină cont de faptul că godeurile de control celular trebuie să aibă un monostrat celular continuu, iar godeurile de control al virusului trebuie să aibă un CPE complet Titrarea ar trebui să confirme că cantitatea de virus utilizată în experiment în fiecare dintre diluții a fost în intervalul - KKID (adică titrul virusului a fost IO - - - / μl, care corespunde IO - IO în suspensie în timpul izolării virusului) Rezultatele testelor trebuie evaluate prin diluție care corespunde titrului real al virusului din probă Amestecul de seruri imune care inhibă dezvoltarea CPE indică tipul sau tipurile de virusuri din amestec Incapacitatea virusului de a se multiplica în prezența unui amestec de seruri imune este rezultatul neutralizării acestuia de către unul dintre serurile incluse în amestec Tabelul - Interpretarea rezultatelor testelor de neutralizare pentru identificarea poliovirusului Completează + + Completează + COMPLETE + Completează + Identificarea virusului + Poliovirus tip + Poliovirus tip + Poliovirus tip + + Amestec de poliovirusuri de tip și + + Amestec de poliovirusuri de tip și + + Amestec de poliovirusuri de tip și + - + Toate cele tipuri de poliovirusuri + + + + Non-poliovirus sau amestec de poliovirus cu alt enterovirus Notă "+" - prezența CPE; "U" - fără CPE Toate tulpinile de poliovirus izolate din orice sursă ar trebui să fie diferențiate în tipuri folosind două metode, una antigenică și una moleculară, deoarece este important să se determine dacă este poliovirus sălbatic, legat de vaccin sau legat de vaccin (VDPV) Posibilitatea replicării pe termen lung în organism și excreției pe termen lung a tulpinilor de VDPV ale tuturor celor trei serotipuri de poliovirus, precum și o caracteristică atât de importantă a VDPV precum capacitatea lor de circulație pe termen lung datorită transmiterii de la persoană la persoană, a fost stabilit În diferite zone geografice au fost observate focare de paralizie acută flască cauzate de tulpini de origine vaccinală, care circulă în rândul populației de câțiva ani Conform definiției OMS, poliovirusurile legate de vaccin care s-au separat semnificativ de strămoșii vaccinului sunt izolate "de câmp" derivate din vaccin, cu diferențe de cel puțin % nucleotide față de tulpinile de vaccin parentale identificate prin secvențierea întregii regiunii genomului VP Este dificil de urmărit modificările antigenice observate la aceste tulpini în timp Toate izolatele în care a fost analizată secvența completă de nucleotide a regiunii VP a genomului pot fi împărțite clar în trei categorii O tulpină este considerată vaccinală dacă are o diferență mai mică de % față de tulpina de vaccin de referință Sabin O tulpină este considerată VDPV dacă diferă de la % la % cu tulpina vaccinului Sabin; ca sălbatic dacă are diferențe de peste % față de tulpina de vaccin Singura excepție o reprezintă părinții sălbatici ai tulpinilor de vaccin, care, conform acestor definiții, sunt vaccin Toți virușii "vaccin" și majoritatea VDPV sunt evaluați ca viruși vaccinali folosind tehnici moleculare ITD Unele virusuri vaccinale, toate VDPV și virusurile de tip sălbatic sunt clasificate ca non-vaccin prin metode de diferențiere antigenică intratip (ITD) Orice Un virus identificat ca fiind vaccinal prin ambele metode este vaccinal Orice virus identificat ca fiind sălbatic prin ambele metode este sălbatic Orice virus pentru care există rezultate contradictorii din două metode VTD care indică faptul că tulpina este un poliovirus sălbatic sau derivat din vaccin trebuie caracterizat prin secvențierea regiunii genomului VP în termen de zile de la data primirii rezultatelor Astfel de viruși sunt de obicei viruși vaccinali, dar pot fi și VDPV Efectuarea și interpretarea rezultatelor testelor se efectuează în conformitate cu Manualul OMS pentru testarea de laborator a poliomielitei Imunotestul enzimatic (ELISA) și metodele de diagnosticare PCR au găsit cea mai largă aplicație Metoda ELISA este o metodă antigenică VTD bazată pe utilizarea antiserurilor cu adsorbție încrucișată Această metodă este utilizată numai în legătură cu tulpinile monotidospecifice În cazul izolării unui amestec de poliovirusuri de două sau trei tipuri, acestea trebuie mai întâi separate Principiul metodei: Plăcile de titrare cu anticorpi IgG (ser bovin imun la poliovirusul tip I, II și IP) în godeuri sunt incubate după introducerea unei tulpini identificate de poliovirus de un anumit serotip pregătită pentru studiu Plăcile sunt apoi incubate cu ser imunitar de iepure cu adsorbție încrucișată specifică tipului Îndepărtați serul nelegat prin spălare și adăugați IgG anti-iepure marcat cu peroxidază pentru a detecta serul de iepure legat Institutul din Bilthoven completează kiturile de reactivi necesari pentru ELISA și le distribuie conform ordinului OMS Metoda PCR de diagnostic dezvoltată la Centrul pentru Controlul Bolilor Infecțioase din SUA aparține metodelor moleculare VID Principiul metodei este de a determina prezența ARN poliovirusului într-o probă PCR se efectuează cu tulpini identificate de poliovirusuri de un anumit serotip Interpretarea rezultatelor • Toți primerii (-) nu sunt enterovirus • Pan-enterovirus (+), toate celelalte (-) - enterovirus (nu poliovirus) • Pan-enterovirus (+), pan-poliovirus (+) tipuri de Sabin (-) sau mai multe serotipuri (+) - poliovirus sălbatic de tip(uri) identificat(e) • Pan-enterovirus (+), pan-poliovirus (+), sau mai multe tipuri Sabin (+), serotip(uri) corespondent(e) (+) - vaccin poliovirus(uri) de tip(uri) identificat(e) • Pan-enterovirus (+), pan-poliovirus (+), sau mai multe tipuri Sabin (+), mai multe serotipuri (+) decât tipurile Sabin, un amestec de poliovirusuri sălbatice și vaccinale de diferite tipuri În sinteza ADN-ului complementar și a reacției PCR se folosesc seturi de primeri oligonucleotidici cu specificități diferite Sunt utilizate seturi de primeri, atât specifice grupului de enterovirus, cât și specifice tipului în raport cu fiecare tip de poliovirus Sabin În plus, se folosesc primeri care pot amplifica în mod specific toate poliovirusurile, precum și toate tulpinile cunoscute ale fiecăruia dintre cele trei tipuri separat Combinații de primer, cum ar fi specifice pentru toate enterovirusurile (PapEV), specifice pentru toate poliovirusurile (PapRV), specifice pentru fiecare serotip de poliovirus (Sero , Sero și Sero ), specifice pentru tulpinile de vaccin ale fiecărui serotip (Sabin , Sabin , Sabin ) oferă o caracterizare completă a tulpinilor de poliovirus și confirmă identificarea tipului fiecărei tulpini Centrul pentru Controlul Bolilor Infecțioase (Atlanta, SUA) completează kiturile de reactivi (excluzând enzimele) necesare pentru PCR pentru poliovirusuri OMS le distribuie rețelei de laboratoare de poliomielita VIROLOGIE PRIVATĂ Metoda ITD cu anticorpi monoclonali este antigenică și se bazează pe o reacție de neutralizare folosind un panou de anticorpi monoclonali dezvoltat la Institut L Pasteur la Paris Panoul este format din anticorpi monoclonali (Io și Io, o și Po, Zo și Io) specifici tipurilor sălbatice și vaccinale de serotipuri I, II și, respectiv, III de poliovirus Diluțiile de lucru ale anticorpilor monoclonali sunt determinate în conformitate cu rezultatele neutralizării tulpinilor de referință ale poliovirusurilor Apartenența tulpinii studiate de poliovirus al unuia sau altui serotip la tipul sălbatic sau vaccin se determină pe baza indicelui de neutralizare, calculat ca diferență între logaritmii titrurilor de virus obținute în absența și prezența anticorpilor monoclonali Se consideră pozitiv un indice de neutralizare de cel puțin Tulpina de testat este clasificată ca vaccinală sau non-canceroasă, în funcție de indicele de neutralizare obținut în reacția de neutralizare cu anticorpii monoclonali corespunzători specifici vaccinului sau poliovirusului de tip sălbatic Tulpinile care nu pot fi neutralizate de anticorpi monoclonali fie la vaccin sau la virusul de tip sălbatic sunt definite ca tulpini neneutralizabile Pentru identificarea finală a tulpinilor de poliovirus este necesar să se utilizeze două metode de diferențiere intratip a poliovirusurilor: antigenică și moleculară O combinație de metode ITD antigenice și moleculare a fost aleasă pentru utilizare în rețeaua laboratoarelor de poliomielite a OMS, deoarece aceste metode se bazează pe principii diferite Imunotestul enzimatic (o metodă antigenică bazată pe utilizarea serurilor imune policlonale cu adsorbție încrucișată) face posibilă detectarea diferențelor antigenice între poliovirusurile sălbatice și cele vaccinale Reacția de diagnosticare a polimerazei în lanț (o metodă moleculară bazată pe utilizarea primerilor oligonucleotidici cu specificități diferite) face posibilă detectarea diferențelor în ARN poliovirusului ENTEROVIRUSURI Taxonomie Enterovirusurile aparțin familiei Picotavirus (din pico - "mic" și ma - "conținând ARN"), genul Enterovirus Conform celei mai recente clasificări a virusurilor (International Committee on Taxonomy of Viruses, ), pe baza caracteristicilor genomice ale virusurilor, enterovirusurile umane non-polio (NPEV) sunt grupate în patru grupe (specii): A, B, C, D (Tabelul - ) Diferite serotipuri de enterovirusuri non-polio sunt atribuite acestor grupuri (Tabelele - ) În termeni filogenetici, enterovirusurile de grupa C și poliovirusurile reprezintă un tip de enterovirusuri Tabelul - Familia Picornavtridae Genul și specia acestuia Numărul de serotipuri Gen Enterovirus Virusul poliomielitei Enterovirusul uman A Enterovirus uman B Enterovirusul uman C Enterovirus uman D Enterovirusul simian Enterovirusul bovin VIROLOGIE PRIVATĂ Sfârșitul mesei - Genul și specia acestuia Numărul de serotipuri Enterovirusul porcin A Enterovirusul porcin B Genul Hepatovirus Virusul hepatitei umane A (fost enterovirus ) Virusul hepatitei A simiane Genul Rhinovirus Rinovirusul uman A Rinovirusul uman B Neclasificat Genul Cardiovirus Virusul encefalomiocarditei la șoarece Virusul Mouse Taylor sau Genul Teschovirus Virusul bolii Teschen a porcilor Genul Aftovirus Virusul febrei aftoase Virusul rinitei ecvine A Genul Parechovirus (fostul virus ECHO și ECHO ) Genul Erbovirus Virusul rinitei ecvine Genul Kobuvirus Virusul bovin Virusul Aicbi Notă Clasificarea dată în tabel se bazează pe caracteristicile genomice ale virusurilor Aparent, mai multe enterovirusuri animale vor fi considerate genuri separate Un număr mare de enterovirusuri (cel puțin , inclusiv tipurile de enterovirus umane numerotate , , - ) nu au fost încă clasificate Tabelul - Clasificarea taxonomică a enterovirusurilor umane non-polio Grup Număr de serotipuri Relaționați serotipurile Enterovirus uman A Coxsackie A - , , Enterovirusul , - Enterovirus uman B Coxsackie A , Coxsackie B - ECHO - , - , - , - Enterovirusuri , - , - , Entiovirus uman C Coxsackie A , , , - Enterovirus uman D Enterovirusuri , , În prezent, secvența de nucleotide a genomului multor enterovirusuri a fost determinată complet sau parțial Toate enterovirusurile s-au dovedit a fi similare în schema generală de organizare a genomului, deși există diferențe în virusurile de diferite specii și serotipuri Caracterizarea virusurilor Particulele virale ale enterovirusurilor au formă rotundă, - nm în diametru, au simetrie icosaedrică și nu au membrană lipidică Învelișul proteic înalt structurat al virusului este format din de subunități, fiecare dintre ele formată din patru lanțuri polipeptidice diferite, VIROLOGIE PRIVATĂ în interiorul acestuia se află genomul viral - o moleculă de acid ribonucleic (ARN) Genomul virusului este un ARN monocatenar pozitiv de aproximativ de nucleotide Cele patru polipeptide capside VP -VP sunt produse ale clivajului proteolitic al poliproteinei precursoare Capătul ' al ARN-ului este poliadenilat, iar proteina cu greutate moleculară mică VPg este atașată covalent la capătul ' Majoritatea ARN-ului enterovirus, cu excepția a două regiuni netraduse de la capătul ' și ', este un cadru lung de citire deschis care codifică o proteină mare - o poliproteină, care se formează în timpul translației în citoplasma celulelor infectate Ca rezultat al unei cascade de clivaj catalizate de proteaze, poliproteina este scindată în proteine structurale ale capsidei (de la VP la VP ) și proteine nestructurale, inclusiv proteina D funcționând ca ARN polimerază - enzima responsabilă de replicarea ARN-ului genomic Stabilitate în mediul extern Enterovirusurile mor rapid la temperaturi de peste ° C (la ° C mor în - minute, la ° C - , minute, la ° C - , minute, la ° C - instantaneu) Adăugarea de clorură de magneziu la suspensia virală menține titrul virusului la °C practic neschimbat timp de o oră În stare înghețată, activitatea enterovirusurilor persistă mulți ani, atunci când sunt păstrate într-un frigider convențional ( - ° C) - timp de câteva săptămâni și la temperatura camerei - timp de câteva zile Ele rezistă la înghețurile și dezghețurile repetate fără pierderea activității Enterovirusurile sunt distruse rapid sub influența radiațiilor ultraviolete, în timpul uscării, fierberii Inactivează rapid virușii cu soluție de iod Tratamentul cu formaldehidă , %, HCl , N sau clor rezidual liber la o concentrație de , - , mg/l duce la inactivarea rapidă a enterovirusurilor, dar prezența substanțelor organice poate avea un efect protector Peroxidul de hidrogen în doză de , mg/l inactivează enterovirusurile în apă în de minute Alcoolul etilic ( % și concentrație mai mare) și formaldehida ( , %) sunt utilizate pentru dezinfecția împotriva enterovirusurilor atunci când sunt expuse timp de cel puțin ore Enterovirusurile sunt stabile în mediu acid (pH = , ^ - , ) Eterul, deoxicolatul și alți detergenți care distrug o serie de viruși nu afectează enterovirusurile Diagnosticul de laborator Pentru diagnosticul de laborator al infecției cu enterovirus, în funcție de caracteristicile tabloului clinic al bolii, se utilizează LCR (cu indicații clinice pentru puncția lombară), spălături din orofaringe/nazofaringe, scurgeri ale conjunctivei, vezicule, ulcere cu herpangin, fecale mostre Dacă este necesar, se poate examina materialul de autopsie: țesuturi ale creierului, măduvei spinării, medular oblongata, ficat, plămâni, miocard, ganglioni limfatici, conținutul intestinal și țesutul peretelui intestinal (în funcție de caracteristicile tabloului clinic al bolilor) Cu indicații clinice pentru luarea de tipuri sterile de material clinic, acestea ar trebui incluse fără greșeală în studiu Supravegherea epidemiologică și virusologică a infecțiilor cu enterovirus reprezintă o direcție și un tip important de supraveghere suplimentară în sistemul de măsuri de prevenire a poliomielitei Din , Federația Rusă a introdus înregistrarea obligatorie a tuturor cazurilor de infecție cu enterovirus, inclusiv meningita enterovirală Supravegherea infecțiilor cu enterovirus VIROLOGIE PRIVATĂ (EVI) include monitorizarea incidenței EVI, inclusiv meningita cu enterovirus (formele nr și nr ale observației statistice ale statului federal) și monitorizarea circulației enterovirusurilor non-polio prin examinarea materialului de la pacienții cu EVI și a probelor din mediu obiecte Diagnosticul de laborator se bazează pe metode virologice clasice: izolarea enterovirusurilor non-polio în culturi celulare sensibile și identificarea enterovirusurilor izolate în reacția de neutralizare pe culturi celulare folosind seruri specifice tipului Se folosesc metode de diagnostic biologic molecular: reacția în lanț a polimerazei pentru detectarea ARN enterovirusului în material de la pacienți și identificarea enterovirusurilor folosind tiparea moleculară prin secvențierea regiunii genomului viral care codifică proteina capsidei VP Studiile virologice ale materialului de la pacienții cu infecții cu enterovipus sunt efectuate de laboratoarele virologice ale Centrelor de Igienă și Epidemiologie din entitățile constitutive ale Federației Ruse Studiile virologice ale materialului de la pacienții cu EVI sunt efectuate în același mod ca și în diagnosticul poliomielitei Pentru izolarea și identificarea enterovirusurilor, OMS recomandă linia celulară RD, celule derivate din rabdomiosarcomul uman Multe serotipuri de virus F CHO și unele virusuri Coxsackievirus A induc TIE în celulele RD Linia celulară Hep- (Smeshlay), derivată din carcinomul epidermoid uman, este, de asemenea, utilizată pentru izolarea enterovirusurilor Virușii și adenovirusurile Coxsackievirus B se înmulțesc bine pe celulele Hep- Enterovirusurile non-piliomielita (Coxsackievirus A) se pot replica în celulele L B și pot provoca CPE O serie de tulpini de enterovirusuri pot fi izolate numai in vivo folosind animale de laborator sensibile Izolarea și identificarea enterovirusurilor non-polio se efectuează în conformitate cu Manualul OMS pentru testarea de laborator a poliomielitei, deoarece este posibilă izolarea poliovirusurilor în studiul de căutare a enterovirusurilor (la copiii vaccinați împotriva poliomielitei în ultimele luni) Sunt utilizate trei linii de celule în care pot fi izolate majoritatea enterovirusurilor non-polio: L B și RD și Hep- Culturile după infectare sunt vizualizate timp de șapte zile, în absența CPE, se efectuează o trecere oarbă și se continuă observarea încă șapte zile Proba este considerată negativă și cultura este distrusă dacă nu este detectat niciun CPE după două treceri Perioada totală de observare a culturilor infectate trebuie să fie de cel puțin L zile În prezența CPE pe linia celulară L B, serotipul poliovirusului este determinat în reacția de microneutralizare pe aceleași celule, după care tulpina este trimisă la RRL pentru diferențierea intratip Dacă virusul nu este tastat, acesta este trimis și la RRL pentru identificare În absența CPE pe celulele L B, dar prezența CPE pe celulele RD, se face un pasaj pe celulele L B Prezența CPE pe această cultură celulară indică o posibilă izolare a poliovirusului și toate procedurile ulterioare sunt efectuate așa cum este descris mai sus Dacă TsIIE este observată numai pe celule RD (RD+, dar L B-), serotipul non-polio enterovirus trebuie determinat într-un test de neutralizare Pentru a identifica tulpinile de enterovirusuri, se utilizează o reacție de microneutralizare în cultura celulară folosind seruri imune la virusurile ECHO și Coxsackievirus Un număr mare de enterovirusuri non-polio face foarte dificilă stabilirea unei reacții de neutralizare cu seruri monospecifice Seruri monospecifice la enterovirusurile non-polio VIROLOGIE PRIVATĂ rovirusurile sunt produse la Institutul de Poliomielita si Encefalita Virala numita dupa M P Chumakova (Moscova) Rețeaua Globală de Laboratoare de Poliomielita a OMS pentru identificarea enterovirusurilor non-polio utilizează amestecuri de ser imune suprapuse care identifică majoritatea enterovirusurilor folosind doar nouă amestecuri (grupurile OMS A-G) Amestecuri imune la majoritatea virusurilor ECHO și Coxsackievirus întâlnite cel mai frecvent sunt produse la Institutul Național pentru Sănătate și Mediu din Bilthoven (Olanda) și trimise la laboratoarele OMS de poliomielita Fiecare virus este testat cu un amestec de seruri pentru trei tipuri de poliovirusuri, un amestec de antiseruri pentru virusurile Coxsackie B -B și șapte probe (A-G) de antiseruri pentru de tipuri de virusuri ECHO și virusul Coxsackie A Viruși care nu au fost tipați prin acest set de seruri imune, eventual prezente în materialul de testat sub formă de agregate, iar neutralizarea completă nu are loc Puteți repeta tastarea după tratarea materialului cu cloroform (aproximativ % în volum) Înghețarea poate duce la agregarea virusului, astfel încât tastarea se efectuează după procesarea materialului înainte de înghețare Virusul este identificat prin rezultatele prevenirii CPE prin amestecurile adecvate de seruri Interpretarea rezultatelor este ajutată de o diagramă cu rezultatele tipice de neutralizare pentru fiecare enterovirus, care este inclusă cu fiecare kit Alături de metodele virologice clasice de izolare a enterovirusurilor în culturi celulare și identificarea lor în reacția de neutralizare cu ajutorul serurilor de diagnostic, se folosesc metode biologice moleculare - PCR și secvențierea genomului viral Utilizarea PCR pentru a detecta ARN enterovirus în materialul de la pacienți este recomandată în următoarele cazuri • Când testarea unui număr mare de probe este necesară în cazul apariției unui focar de infecție cu enterovirus • La efectuarea supravegherii epidemiologice a enterovirusurilor ca element de screening în combinație cu metode de tipizare moleculară (determinarea serotipului) enterovirusurilor și/sau studii virologice • În supravegherea operațională a anumitor serotipuri de enterovirus asociate cu focare de boală (EV -HFMD) folosind sisteme de testare PCR specifice genotipului sau cu determinarea ulterioară a serotipului de enterovirus prin secvențierea genomului virusului • Când enterovirusurile nu provoacă CPE în cultura celulară De asemenea, este necesar să se determine serotipul enterovirusului prin secvențierea genomului Lucrările de diagnosticare moleculară sunt efectuate în conformitate cu documentele de reglementare Conducerea și interpretarea rezultatelor reacției se efectuează în conformitate cu instrucțiunile producătorului PCR - analiza pentru detectarea ARN enterovirusului în materialul de la pacienți - se realizează în mai multe etape: izolarea ARN-ului din materialul studiat; obţinerea de ADN complementar într-o reacţie de transcripţie inversă; efectuarea amplificării PCR; detectarea produselor PCR prin electroforeză pe gel de agaroză Dacă sistemul de testare PCR utilizat nu identifică enterovirusurile până la nivelul serotipului, este posibil să se omite poliovirusurile prezente în probă De aceea, atunci când se detectează ARN-ul enterovirusului prin transcripție inversă și PCR, este necesară izolarea virusului în cultură celulară și identificarea acestuia într-o reacție de neutralizare sau identificarea enterovirusului prin metode moleculare VIROLOGIE PRIVATĂ Dacă un poliovirus este izolat din proba de testare, acesta trebuie trimis la un laborator virologic acreditat de OMS, care face parte din rețeaua de laboratoare a Federației Ruse pentru diagnosticarea poliomielitei, pentru a confirma rezultatele și a efectua diferențierea virusului Tiparea moleculară a enterovirusurilor se bazează pe determinarea secvenței de nucleotide în regiunea genomului care codifică proteina capsidei VP Tiparea enterovirusurilor prin amplificarea și secvențierea directă a secvențelor de nucleotide ale regiunii genomului viral VP are o specificitate ridicată și poate fi efectuată folosind metode de laborator care nu au înregistrare de stat pe teritoriul Federației Ruse Serotipul și genotipul enterovirusului sunt determinate prin compararea secvenței de nucleotide obținute cu secvențele tulpinilor prototip de enterovirus uman disponibile în banca de date NCB (http://www ncbi nlm njh gov/) Capitolul Cercetare micologică SISTEMATICA ȘI CLASIFICAREA ciupercilor Ultimele două decenii se caracterizează printr-o creștere constantă a prevalenței infecțiilor micologice, o creștere a rolului epidemiologic al speciilor cu rezistență naturală la medicamentele antifungice, acumularea de tulpini cu rezistență dobândită, Din punct de vedere al diagnosticului clinic de laborator, este recomandabil să se țină cont de nivelul de patogenitate/gradul de amenințare biologică reprezentat de o anumită ciupercă În Rusia, agenții patogeni ai bolilor infecțioase sunt clasificați în grupe de patogenitate (I-IV în ordine descrescătoare) în funcție de gradul de pericol socio-epidemiologic, în Europa și SUA, agenții patogeni sunt clasificați în funcție de gradul de risc biologic pe care îl prezintă oameni În practica clinică, semnificația prognostică a unei anumite infecții micologice este determinată de riscul dezvoltării proceselor patologice sistemice Ciupercile aparținând la trei genuri sunt de cea mai mare importanță în practica clinică: Aspergillus; ❖ Criptococ; Malassezia (Pityrospnrum) - fulgi de piele, stratul cornos al epidermei; > Microsporum - păr; ❖ Trichphyton schontetnii - păr; ❖ Trichphyton mentagiophytes - solzi de piele (strălucire verde deschis sau fără fluorescență) Înainte de studiu, focarele trebuie curățate de resturile de unguente, cruste; terapia cu unguent efectuată înainte de studiu poate servi ca sursă de rezultate fals-negative Când părul este deteriorat de ciuperci din genul Microsporum, se observă o strălucire verde strălucitoare în plus, atât părul spinos cât și cel vellus strălucesc La examinarea focarelor proaspete, este posibil să nu existe luminiscență, care este asociată cu o ușoară deteriorare a părului În astfel de cazuri, strălucirea părului poate fi detectată în partea bazală după epilare Părul mort își păstrează capacitatea de a străluci Studiul dermatofitozei folosind o lampă Wood este o metodă de diagnosticare auxiliară și servește la determinarea prevalenței leziunilor firului de păr, la evaluarea eficacității terapiei, la controlul epidemiologic al persoanelor de contact, în special la studierea în focare epidemiologice (grupe de copii), la detectarea infecției sau a micocarajului la animale La examinarea pacienților cu pitiriazis versicolor, metoda de strălucire fluorescentă în razele unei lămpi Wood este utilizată pentru a diagnostica leziuni la nivelul scalpului, care pot să nu aibă simptome clinice sub formă de pete solzoase brun-gălbui Leziunile au o strălucire galben-verzuie, maro-gălbuie sau galben-roșiatică În acest caz, numirea în timp util a terapiei în zona scalpului previne probabilitatea recăderii STUDII MICOLOGICE STUDII MICROSCOPICE Metoda este utilizată în laboratoarele de diagnostic clinic în timpul examinării inițiale a persoanelor cu suspiciune de micoză În multe cazuri, mai ales în cazul micozelor superficiale, examenul microscopic este un minim diagnostic, completând datele clinice și anamnestice ale pacientului Cu toate acestea, trebuie amintit că rezultatele microscopiei nu pot fi singura bază pentru stabilirea unui diagnostic clinic Materialul clinic pentru analiza microscopică nativă a agenților patogeni ai micozelor este prezentat în tabel - Tabelul - Material clinic pentru examinarea microscopică nativă a diverșilor agenți patogeni ai micozelor Drojdie și ciuperci asemănătoare drojdiei Material clinic Candida Crypto-COCCUS Geotrichum Malassezia (Pityro-sporum) Rhodo-tonila Saccharomyces cervlsla Tricho sporon răzuire ale pielii - + + + + - Răzuire de la erupții cutanate + - + - - - - Răzuire de la mucoasa bucală + - + - - - - Plăci pentru unghii + - + - - - - Sputa ■e + + - + - - Urina + + + - + - - Bilă + - - - - - - Suc de prostată + - - - - - - Lichidul cefalorahidian + + - - - - - Punct din cavitățile închise + - - - - - - Material clinic Ciuperci miceliene dermatofite feogafo-micete hialologhomicete ascomicete zigomicete Âspergilius RepisіІІіot Piedraia hortal Pus - + - - - + Păr - - - - - - Descărcare prin fistulă + - - - - - Răzuire ale pielii + + - - - + Plăci pentru unghii + + + + - + Sputa - + + + - + Puncție din focare închise - + + - - - Pus - + + - - + Păr + - - - + - Sinusuri detașabile - - - - - + Cercetare MICOLOGICĂ Sfârșitul mesei - Ciuperci dimorfe Ciuperci patogene neclasificate Material clinic Blastemyces dermatitfdîs Coccidlaides immitis Loboa lobai Ragaso ccldioide: brasiliensls Sporatrix schencki Rhinospori-diumseberi Razuire de la elementele libere + - - - - - Secreția de ulcere + - - + + - Descărcare de fistulă + + - - - - Descărcare prin abces - + - - + - Focare polipoide detașabile - - - - - + Sputa + - - + + - Exudate - - + - - - Lichidul cefalorahidian + - - - - Pus - - - + + - Urina + - - - - - Deși examenul microscopic este încă obligatoriu, valoarea sa informativă, în funcție de forma nosologică a micozei și de natura materialului biologic studiat, variază semnificativ În sânge, lichidul cefalorahidian, puncția măduvei osoase, agentul patogen poate fi prezent în cantități foarte mici, care sunt insuficiente pentru vizualizare În plus, caracteristicile ciclului de viață al agenților patogeni ai multor micoze sistemice fac șederea acestora în circulația centrală foarte scurtă emisii ("pulsante"), ceea ce îngreunează și verificarea diagnosticului prin microscopie Există o diferență accentuată în interpretarea rezultatelor în cazul detectării ciupercilor - agenți patogeni absoluti și micofloră condiționat patogenă, în special în localizările care sunt în mod normal nesterile (piele, membranele mucoase) Microscopia poate fi considerată o metodă de cercetare calitativă pentru detectarea ciupercilor în mediile biologice normal sterile ale corpului și în materialul organelor și țesuturilor Atunci când se examinează substraturi nesterile pentru ciuperci oportuniste, interpretarea rezultatelor microscopiei este mai controversată Prezența florei oportuniste în cantități mari, indicând o colonizare masivă a substratului, poate fi considerată baza unui studiu cultural Microscopia nu permite identificarea generică a agentului patogen, ceea ce afectează negativ alegerea tacticii de terapie, tratamentul inadecvat, la rândul său, poate duce la micoză cronică, selecția și acumularea de tulpini rezistente în populație Precauții preanalitice Probele destinate examinării microscopice trebuie să fie însoțite de o recomandare scrisă din partea medicului curant La cererea verbală, neconfirmată de documentele relevante, nu se efectuează studii Probele fără nume sau direcționate greșit nu trebuie testate STUDII MICOLOGICE Formularele de trimitere trebuie executate corect, iar fiecare probă de material de diagnostic primit trebuie să fie corect etichetată Pe formularul de trimitere trebuie notat momentul livrării materialului la laborator și orice întârziere în primirea probelor, ceea ce are o importanță deosebită în cazul rezultatelor negative Pentru a preveni contaminarea munților intra-laborator, trebuie redusă la minimum posibilitatea generării de aerosoli În laboratoare, în timpul examinării microscopice, principala sursă de formare a aerosolilor infecțioși este manipularea pregătirii frotiurilor Aerosolii pot fi generați în timpul manipulărilor următoare o pregătirea frotiurilor prin aplicarea materialului pe o lamă de sticlă și împrăștierea acesteia pe suprafața sticlei: neobservate în procesul de lucru picături de material care cad pe suprafața de lucru a meselor și absența dezinfectării ulterioare a suprafețelor de lucru Pregătirea frotiurilor din material nativ La pregătirea unui frotiu pentru examinarea microscopică, este necesar să se obțină grosimea corectă a acestuia Dacă frotiul este prea subțire și conține puțin material, se poate obține un rezultat fals negativ la examenul microscopic Dacă frotiul este prea gros, acest lucru face dificilă fixarea acestuia, materialul nu aderă strâns de sticlă și poate fi parțial sau complet îndepărtat în timpul colorării În plus, un frotiu gros este slab vizibil la examinarea microscopică Nu se recomandă pregătirea frotiurilor prin întinderea materialului între două lame de sticlă Această metodă este însoțită de formarea unui aerosol periculos din punct de vedere biologic Printr-un frotiu nepătat corect pregătit se poate citi tipul de ziar situat în spatele geamului la o distanță de - cm material infecțios Microscopia medicamentelor native Înainte de studiul materialului biologic dens, este necesar să măcinați fragmente mari și să clarificați preparatul Materialul biologic lichid este văzut în stare nepătată în apă, soluție izotonă sau cu ajutorul iluminării Curățarea lichidelor • Amestecul alcool-glicerină: ❖ alcool etilic - parte; <> glicerina - părți; ❖ apă distilată - părți • Soluția Lugol: iod cristalin - g; ❖ iodură de potasiu - g; ❖ apă - ml STUDII MICOLOGICE Metoda de preparare a unui preparat nativ lichid O picătură de material este aplicată pe o lamă de sticlă cu o pipetă sau un plasture, apoi picături de lichid antireflex, acoperite cu o lamelă Microscopic mai întâi la mărire x , ceea ce face posibil să se vadă grupuri de celule, pseudomiceliu, miceliu și alte elemente ale ciupercii, iar apoi la mărire mare (x cu imersie în ulei), când este posibilă caracterizarea celulelor individuale Tehnici de curățare a unui preparat nativ dens În studiul țesuturilor cu conținut ridicat de cheratină, preparatul este clarificat prin adăugarea unei picături de soluție alcalină - % (KOH sau NaOH) Expunerea fulgilor de piele timp de ore, părul - - de minute, unghiile - de ore Încălzirea materialului patologic înainte de microscopie nu este recomandată, deoarece aceasta poate duce la precipitarea unui precipitat cristalin de săruri de calciu, ceea ce face dificilă studiul (microscopic asemănător cu sporii) și distrugerea elementelor fungice Pentru iluminare, puteți folosi și un amestec de alcool cu glicerină sau o soluție de Lugol cu dublă concentrație (iod cristalin - g, iodură de potasiu - g, apă - ml) Pe inoculul de testat se aplică o picătură de % KOH (solame, răzuire de pe piele și erupții cutanate, păr) sau un amestec de alcool cu glicerină (alcool și glicerină - câte părți, apă - părți), sau soluție Lugol de dublă putere (iod cristalin - g, iodură de potasiu - g, apă - ml) Preparatul este acoperit cu un pahar de acoperire Expunerea se realizează conform intervalelor de timp specificate METODA DE ÎMBĂGĂTIREA Fulgii de piele și secțiunile de unghii plasate într-un tub de centrifugă sunt spălate cu o soluție de KOH - % timp de - ore pentru fulgi de piele și de ore pentru unghii Masa omogenă asemănătoare jeleului rezultată este bine amestecată și un material patologic bine curățat este plasat pe o lamă de sticlă Criteriul pentru o bună pregătire a materialului este pierderea formei și aplatizarea acestuia atunci când este strâns între lamă și lamelă Microscopia preparatelor native poate arăta în mod clar structura miceliului, locația sporilor și elementele celulare individuale ale ciupercilor Cu toate acestea, atunci când se aplică această metodă, sunt posibile erori grave, deoarece elementele celulare pot fi considerate elemente ale ciupercilor Astfel, o celulă mare cu vacuole în citoplasmă poate fi confundată cu o sferulă de cocschidioidomicoză cu endospori, iar o celulă rotunjită cu un contur aparent dublu contur poate fi luată ca un blastospor al unei ciuperci de drojdie De aceea, nu este de dorit să se diagnosticheze micoza doar pe baza unui medicament nativ, aceasta trebuie combinată cu un studiu al frotiurilor colorate și al testelor microbiologice Microscopia specimenului colorat Colorarea cu un singur colorant se numește simplă, iar cu utilizarea mai multor coloranți și componente de albire - complexă METODE DE COLORARE A ciupercilor de drojdie • Soluție apoasă de albastru de metilen ( , g albastru de metilen, ml acid acetic glacial, ml apă): o amestecați ml dintr-o soluție alcoolică saturată de albastru de metilen cu ml dintr-o soluție de hidroxid de potasiu , %; ❖ frotiurile se colorează timp de - minute; STUDII MICOLOGICE F se clătește cu apă curentă; ❖ diferențierea Zev cu soluție de acid acetic , %; ❖ clătiți cu apă curentă • Soluție alcoolică % albastru de metilen ( , g albastru de metilen, ml etanol %), se colorează pete timp de - minute • Albastru de metilen cu soluție de lactofenol ( , g albastru de metilen, ml lactofenol), se colorează preparatul timp de - de minute • Soluție apoasă magenta %, frotiu de pete timp de , - , min • Iolet de gențiană % soluție de alcool pete pete timp de - minute: se amestecă ml de soluție alcoolică saturată de violet de gențiană cu ml de soluție de fenol , % (amestecul se păstrează mult timp); ❖ frotiurile se pătează timp de - minute prin hârtie de filtru; ❖ spălate în apă curentă, uscate; ❖ Examinați în timpul scufundării în ulei METODE DE COLORARE A DERMATOFIȚILOR • Soluție % de clorazol negru în dimetil sulfoxid • Soluție % de albastru de metilen în apă distilată ( : ) • Soluție , % de roșu Congo în soluție de lauril sulfat de sodiu % COLORARE CU CERNEALĂ INDIANĂ (DETECȚIA CRYPTOCOCCULUI NE F RMANS ÎN LICHIDUL CEREBRAL SPINAL) La o picătură de material patologic se adaugă o picătură de cerneală, amestecată și acoperită cu o lamă La microscopie pe un fundal întunecat sub mărire mare, sunt observate celule în devenire ale criptococului, înconjurate de o margine largă de lumină Deoarece leucocitele (segmentonucleare, polimorfonucleare) demonstrează o imagine microscopică similară, această metodă de colorare este utilizată în prezent rar, folosind mai des reacția de aglutinare a latexului pentru a detecta antigenul xilomanan al criptococilor din lichidul cefalorahidian Colorare HEMATOXYLIN-EOSIN Reactivi utilizați: • Soluția lui Weigert I: - g hematoxilină: ❖ ml alcool etilic % • Soluție Weigert II: ❖ ml soluție de sesquiclorură de fier (FeC ); ml acid clorhidric concentrat; <> ml apă distilată FIER HEMATOXYLIN WEIGERTH Compune după cum este necesar din două soluții de bază Înainte de utilizare, amestecați ambele soluții exact în volume egale Ambele soluții de bază pot fi stocate pentru o perioadă lungă de timp Soluția mixtă poate fi utilizată doar câteva zile Tehnica de colorare cu hematoxilină-eozină • Se amestecă soluțiile Weigert I și II • Preparate de pete timp de - minute • Clătiți cu apă de la robinet • Efectuați diferențierea preparatelor prin spălarea excesului de vopsea într-o soluție de alcool clorhidric , % • Clătiți bine cu apă de la robinet STUDII MICOLOGICE Pata GRAM Metoda se bazează pe capacitatea microorganismelor de a reține colorantul violet cristal sau de a decolora în alcool, în funcție de structura chimică a peretelui celular Conform rezultatelor colorației, microorganismele sunt împărțite în două grupe: gram-pozitive (după colorarea cu violet genpian și legarea cu iod, nu se decolorează în solvenți organici, rămânând albastru-violet) și gram-negative (decolorare din cauza conținut ridicat de lipide și absența acizilor teicoici în peretele celular; devine roz gay - roșu după nuanțare cu safranină sau fucsin) Reactivi utilizați Soluție de cristal violet Ehrlich: Se dizolvă , g de cristal violet în ml de alcool % și se adaugă ml de apă anilină proaspăt preparată, obținută prin amestecarea a ml de anilină cu ml de apă Acest amestec de colorant poate fi păstrat timp de săptămâni Violetul de gențiană, violetul de cristal și violetul de metil aparțin familiei de coloranți trifenilmetan, ceea ce le permite să fie utilizate în mod egal în colorația Gram Amestecuri de colorare pentru bacterii gram-pozitive: ❖ g cristal violet + ml alcool; ❖ L g violet de gențiană + ml alcool; g violet de metil + ml alcool; aproximativ ml de soluție saturată de alcool de cristal violet + ml de apă distilată; ❖ , ml soluție alcoolică saturată de cristal violet + ml soluție % acid acetic; <> - g albastru de metilen - g ml alcool, • Colorarea Ziehl-Neelsen sau modificarea Kignon pentru a detecta organismele acido-resistente, nocardia și drojdiile care formează spori COLORARE DUPA ROMANOVSKY-GIEMSA Înainte de colorarea frotiurilor, colorantul lichid finit este diluat cu o rată de - picături de colorant la ml de apă distilată Frotiurile sunt colorate timp de - minute la °C într-o cameră umedă După colorare, frotiurile sunt spălate în apă curentă, uscate la aer și examinate prin imersie în ulei Amestecul de colorant Romanovsky-Giemsa sub formă de pulbere (colorant comercial) este dizolvat într-un amestec de volume egale de alcool metilic și glicerină ( mg de colorant la ml de solvent) Colorantul se dizolvă slab, așa că este mai bine să-l măcinați cu un solvent în cantitate de mg la ml, apoi, amestecând, adăugați colorantul până când se obține concentrația dorită Pregătirea vopselei durează adesea câteva zile Este important să folosiți ca solvenți alcool metilic și glicerină pur chimic, deoarece impuritățile degradează proprietățile colorantului În loc de alcool megilic, se poate folosi alcool etilic % Amestecul de colorant preparat este depozitat într-un loc uscat și răcoros într-un vas bine închis STUDII MICOLOGICE tehnica de colorare • Frotiurile fixate în alcool metilic se colorează cu o soluție ( ml vopsea lichidă gata preparată + ml soluție tampon bazică + ml apă distilată) timp de - de minute de tratament Se folosește tampon fosfat, dar pH-ul tamponului depinde de tipul de frotiu: pentru un frotiu de măduvă osoasă - , - , , pentru un frotiu de sânge - , - • Clătiți cu apă distilată • Uscați și examinați prin imersare Bacteriile colorează roșu-violet, albastru citoplasma celulară, nucleii roșu REACȚIE ȘIC ȘI COLORARE PENTRU LIZACHARIDELE NEUTRE Aceste metode de colorare se bazează pe detectarea polizaharidelor neutre în pereții ciupercilor în timpul oxidării grupărilor glicale ale carbohidraților cu acid iod sau cromic În pereții tuturor eumicetelor (ciuperci adevărate) în concentrații variate există un complex glucan-manan La colorarea unui material care conține ciuperci cu acid sulfuric fucsin (reacția PAS, reacția Schiff-iodic acid - CHIC), peretele ciupercii este colorat într-o culoare violet-roșu sau violet Se crede că mananul colorează în principal, glucanul este PAS-negativ, iar chitina dă o colorare slabă, inconsistentă Datorită concentrației mari de polizaharide din pereții celulari ai ciupercilor, culoarea lor este mult mai strălucitoare decât cea a mediului biologic înconjurător al corpului uman Eumicetele sunt PAS pozitive și se colorează bine, atât vegetative, cât și degenerative, inclusiv elementele fagocitate ale ciupercii Procariotele sunt PAS negative În practica de laborator se folosesc modificări ale metodei PAS: colorare conform Hotchkiss-McManus și colorare conform Shabadash Tehnica de colorare Hotchkiss-McManus • Paharele se pun într-o soluție de acid iod timp de - minute • Clătiți cu apă urâtă alimentară timp de min • Preparatele se pun în acid fucsin sulfuric timp de - minute, apoi se spală în apă distilată • Clătiți bine în apă sulfuroasă • Se colorează cu hematoxilină Harris, apoi se diferențiază cu acid clorhidric apos % și se spală în apă alcalină (pentru a restabili colorarea albăstruie a nucleelor) Este recomandabil să se efectueze pașii de colorare , și într-un recipient portocaliu închis (reactivii sunt supuși unei descompunere rapidă la lumină) Un dezavantaj semnificativ al metodei modificate Hotchkiss-McManus PAS este descompunerea rapidă a acidului iod Acest neajuns este lipsit de metoda de colorare a polizaharidelor conform Shabadash folosind periodat de potasiu Tehnica de colorare Shabadash • Lamele se pun în soluție de periodat de potasiu timp de - minute • Clătiți în apă distilată timp de - minute • Preparatele se pun în acid fucsin sulfuric timp de - minute, apoi se spală în apă distilată • Clătiți bine în apă sulfuroasă • Se colorează cu hematoxilină Harris, apoi se diferențiază cu acid clorhidric apos % și se spală în apă alcalină (pentru a restabili colorarea albăstruie a nucleelor) STUDII MICOLOGICE Când sunt colorate prin aceste metode, ciupercile sunt colorate în roșu-violet sau violet, nucleii celulelor sunt gri-albăstrui, fundalul general este violet pal Dezavantajul acestei tehnici este colorarea intensă a elementelor tisulare, cel mai pronunțată în focarele de degradare Tehnica de colorare Gridley % formol • Lamele cu material de testat (frături, amprente sau secțiuni deparafinate) se scufundă timp de oră în acid cromic %, apoi se spală timp de minute în apă curentă • Se scufundă preparatele în reactiv Felgen, preparat conform lui Coleman (se dizolvă g fucsin bazic în ml apă fiartă, se filtrează și se adaugă g K S O - metabisulfit de potasiu și ml soluție normală de acid clorhidric) Se lasă să se decoloreze în timpul zilei, apoi se adaugă , g de cărbune activat, se agită și se filtrează prin hârtie O soluție pregătită corespunzător trebuie să fie incoloră • Paharele se clătesc cu acid sulfuric de ori timp de minute (metabisulfat de sodiu % - ml, acid sulfuric normal - ml, apă distilată - ml), apoi se spală în apă curentă • Scufundați preparatele timp de minute într-o soluție de aldehidă-fuchsină (fuchsin principal - g, alcool etilic % - g, paradehidă - ml, acid clorhidric - ml) Soluția se lasă timp de zile să se maturizeze Soluția preparată trebuie să fie albastră • Clătiți excesul de vopsea cu alcool etilic și clătiți cu apă • Nuanțat cu galben metanilic timp de - minute (galben metanil - , g, acid acetic glacial - , g, apă distilată - ml) • Preparatele se spala in apa, se deshidrateaza cu alcool etilic %, se curata in xilen si se pun in balsam Atunci când sunt colorate conform lui Gridley, este posibil să se obțină o colorare contrastantă strălucitoare a coastelor, inclusiv a celor gram-negative Firele sunt colorate cu albastru închis, sporii capătă nuanțe de la roz închis la violet, fundalul general este galben Pseudomiceliul și pereții endosporilor se colorează cel mai bine Miceliul Aspergillus se colorează prost, celulele vechi sunt cele mai bune Avantajul colorării conform Shabadaipu și Gridley este colorarea uniformă a ciupercilor, elementele fagocitate ale ciupercilor sunt clar identificate; particulele lor moarte sunt de asemenea pătate Colorarea conform Shabadash și Hotchkiss-McManus dezvăluie bine forme tinere de ciuperci, în special endospori și blastospori, ceea ce face posibilă diferențierea cu succes a tipului de agent patogen Cu toate acestea, în formele modificate degenerativ ale unor ciuperci (de exemplu, criptococi), conținutul de polizaharide scade, numărul de reacții PAS scade brusc și, prin urmare, colorarea polizaharidelor nu dă întotdeauna rezultate pozitive Prin aceste metode nu sunt detectați aproape niciun agent patogen de mucoroză Deoarece atât elementele tisulare, cât și bacteriile bogate în polizaharide sunt colorate cu aceste metode, este necesară colorarea preparatelor cu hematoxilină-eozină în paralel pentru a diferenția ciupercile de elementele tisulare REACȚIA SULFATĂ Baza metodei este sulfatarea preliminară a preparatelor, urmată de colorarea cu albastru de toluidină, care dă culoarea metacromatică roșie a ciupercilor STUDII MICOLOGICE tehnica de colorare • Preparatele se pun in alcool absolut minute si se usuca la aer minute • Puneți preparatele în reactiv de sulfatare timp de minute Reactivul de sulfatare se obține prin amestecarea acidului sulfuric concentrat răcit cu dietil eter preînghețat într-un raport de : • Apoi preparatele se pun timp de minute în acid acetic % • Se colorează cu albastru de toluidină , % în acid acetic % timp de min • La sfârșitul colorării se spală în acid acetic % timp de min, după care se pun în alcool etilic % timp de min Metoda de sulfatare face posibilă detectarea formelor foarte tinere de ciuperci, care nu pot fi întotdeauna detectate folosind metoda PAS Această metodă este deosebit de informativă în diagnosticul coccidioidomicozei METODA DE IMPREGNARE A ARGINTULUI Esența metodei constă în oxidarea mucopolizaharidelor neutre cu trioxid de crom, urmată de colorarea produșilor de oxidare ai nitratului de argint într-o soluție alcalină de urotropină Utilizarea unei combinații de "urotropină-nitrat de argint" în locul reactivului Schiff (reacția PAS) determină o colorare mai puternică a peretelui celular fungic, în timp ce componentele din jur ale medicamentului se colorează mult mai slab Pereții celulelor fungice sunt colorați maro-negru Contrastul ridicat de culoare permite detectarea ciupercilor în focarele necrotice și calcificate Tehnica de colorare Gomory-Grocott Fixarea medicamentului % formol • Secțiunile deparafinate sunt aduse la apă • Preparatele se scufundă timp de oră în acid cromic % • Clătiți timp de minute în apă • Puneți preparatele într-o soluție apoasă % de bisulfat de sodiu timp de min pentru a se elibera de reziduurile de acid cromic, apoi clătiți din nou cu apă curentă timp de min • Clătiți de trei ori în apă distilată • Scufundați preparatele într-o soluție de azotat de urotropină de argint timp de , - ore la o temperatură de ° C sau timp de - de minute la - ° C ( ml de azotat de urotropină de argint și apă distilată, ml de % soluție de borax) Preparatele ar trebui să devină ușor maronii • Spălați bine secțiunile în apă distilată "Nuanțat într-o soluție , % de clorură de aur timp de - minute • Clătiți cu apă distilată • Fixați culoarea prin scufundarea preparatelor timp de - minute într-o soluție apoasă % de tiosulfat de sodiu • Finisat într-o soluție de lucru de verde deschis timp de - s • Deshidratați și includeți preparatele într-un balsam Prepararea urotropină-nitrat de argint: ml dintr-o soluție % de azotat de argint se amestecă cu ml dintr-o soluție % de urotropină Inițial se formează un precipitat albicios, care dispare la agitare, iar soluția devine limpede și incoloră La temperatura camerei, soluția nu își pierde proprietățile timp de până la zile; poate fi păstrată la frigider mai mult de o lună STUDII MICOLOGICE Ciupercile sunt vopsite în negru, contrastând cu fundalul general Mucina este gri-alun Părțile interioare ale hifelor fungice sunt roz închis, țesuturile din jur sunt de culoare verde deschis Deși, potrivit multor cercetători, metoda Gomory-Grocott este cea mai bună pentru detectarea ciupercilor patogene, nu este lipsită de dezavantaje, dintre care principalele sunt durata procedurii și nevoia de reactivi scumpi (clorură de aur) În plus, din cauza paloarei fundalului, este imposibil să se determine relația ciupercii cu structurile din jur Eritrocitele pot deveni maro închis și pot imita celulele fungice Sunt posibile, de asemenea, precipitații de argint și o ușoară colorare de fundal O limitare importantă este calificarea înaltă a medicului diagnostic de laborator, atât în ceea ce privește tehnica de colorare, cât și de vizualizare a preparatelor din cauza pericolului de a confunda elementele ciupercii parazitare cu structurile tisulare care conțin polizaharide Printre avantajele indubitabile se numără detectarea ridicată cu ajutorul ei a agenților patogeni ai mucorozei, slab colorați cu alte metode Elementele moarte ale celulelor fungice sunt, de asemenea, bine detectate, nu numai în focarele de inflamație, ci și în focarele vechi calcificate ALCIANO BLUE VOPSAT DE MOWRY • Deparafinizați secțiunile și aduceți la apă • Se pune - ore într-o soluție de albastru alcian , - % în acid acetic % sau tampon , % (citrat de sodiu - HC ) cu pH = , + , • Se spală în acid acetic %, apoi în apă • Efectuați prin băuturi spirtoase și încheiați într-un balsam Capsulele de Cryptococcus neoformans și Cryptococcus albldus devin albastre strălucitoare Colorarea MUCICARMINĂ DUPA MEYER Folosit pentru a diferenția criptococii Uneori, cu această metodă, celulele b tastomycetes sunt slab colorate, dar se disting fără o grămadă de criptococii intens colorați Secțiunile de țesut de parafină sunt supuse cercetării Fixarea medicamentului Prin orice mijloace tehnica de colorare • Preparatul se deparafinizeaza cu xilen, apoi cu etanol absolut si % • Clătiți cu apă distilată • Se colorează timp de minute cu hematoxilină Weigert • Clătiți cu apă de la robinet timp de - minute • Se pune într-o soluție diluată de mucicarmină timp de - de minute Intensitatea culorii este verificată prin microscopie a preparatului martor • Se colorează cu galben metanil timp de min • Clătiți preparatul cu apă distilată, apoi cu etanol % • Medicamentul este deshidratat, clarificat, închis într-un balsam Mucina capsulei criptococice este colorată în roz închis sau roșu, nucleele sunt negre, iar fundalul este galben Metode de colorare cu coloranți fluorescenți Metoda se bazează pe observarea obiectelor microscopice folosind capacitatea lor de a străluci În comparație cu microscopia convențională, examinarea în lumina luminiscenței are mai multe avantaje: <> strălucire de culoare; STUDII MICOLOGICE ■> contrast ridicat al obiectelor luminoase pe un fundal întunecat; ❖ Câmp vizual semnificativ mai mare Esența microscopiei cu fluorescență este aceea ca obiectele (celule fungice) colorate cu fluorocromi, sub actiunea iradierii ultraviolete, emit radiatii in spectrul luminii vizibile În cazul în care obiectul nu este colorat cu coloranți speciali, lumina ultravioletă, trecând prin lentilă și căzând pe preparat, este absorbită de structurile moleculare ale obiectului și rămâne invizibilă sau aproape invizibilă pentru ochiul uman Dacă orice obiect este colorat cu un colorant special, moleculele de colorant sunt excitate sub acțiunea radiației ultraviolete și încep să emită cuante de lumină în regiunea cu lungime de undă lungă, cu alte cuvinte, să strălucească În acest caz, celula devine o sursă de lumină cu un anumit spectru și este clar vizibilă pe fundalul general contrastant întunecat al preparatului Deoarece fluorescența proprie a ciupercilor este scăzută, se folosesc coloranți pentru a o intensifica - galben acridină sau portocaliu acridină Datorită strălucirii din jurul celulei, se formează un halou, datorită căruia dimensiunile vizibile ale celulei luminoase depășesc dimensiunile sale fizice În acest sens, preparatele colorate cu coloranți fluorocromi sunt de obicei examinate la o mărire de x - , în timp ce colorate cu coloranți convenționali - la o mărire de x - Diferența de mărire permite microscopistului să vadă simultan un câmp vizual de - ori mai mare, ceea ce reduce semnificativ timpul necesar pentru vizualizarea frotiului Alături de aceasta, la microscopia fluorescentă, există o claritate și contrast mai mare a imaginii microscopice , ceea ce mărește confortul examinării microscopice Acest lucru face ca microscopia fluorescentă să fie deosebit de valoroasă în studiul materialului cu un conținut scăzut de celule fungice La colorarea cu coloranți fluorocromi, frotiurile nu trebuie încălzite și nu trebuie utilizată hârtie de filtru Spălarea frotiurilor în timpul procesului de colorare trebuie efectuată numai cu apă distilată, deoarece apa de la robinet conține compuși de clor, care pot modifica fluorescența Microscopia se efectuează cât mai curând posibil după terminarea procedurii de colorare cu coloranți luminescenți și frotiurile s-au uscat Dacă nu este posibilă efectuarea imediată a microscopiei, frotiurile colorate se recomandă să fie depozitate acoperite cu hârtie neagră pentru a evita slăbirea fluorescenței Când vopsiți, nu faceți mișcări groase, deoarece acest lucru face dificilă decolorarea și fixarea petei de pe sticlă La colorare, frotiurile nu trebuie așezate pe un trepied ("șine") și mai mult de lame trebuie colorate în același timp Contactul lateral între geamurile din sticlă poate duce la transferul de vopsea și la contaminarea cu microorganisme de la un geam la geamurile adiacente Frotiurile colorate cu coloranți fluorocromi nu sunt adecvate dacă, atunci când sunt colorate: ❖ celulele bacteriene viu colorate nu sunt detectate într-un frotiu de control pozitiv sau au o fluorescență plictisitoare; ❖ frotiurile de control negativ conțin obiecte fluorescente; ❖ fundalul nu este suficient de întunecat sau are o strălucire fluorescentă COLORARE LUMINESCENTĂ SIMPLU tehnica de colorare ❖ Înmuiați preparatele cu hematoxilină timp de minute ❖ Clătiți cu apă timp de - minute ❖ Se colorează cu o soluție apoasă de portocală de acridină ( : ) Cercetare MICOLOGICĂ • Clătiți în apă distilată timp de de minute • Tratat cu etanol % si alcool absolut (de ori timp de - minute) O soluție de portocală de acridină se prepară conform următoarei rețete: • fosfat de sodiu disubstituit anhidru (Na,HPO ) - , g; apă distilată - ml; - portocală de acridină - , g Se dizolvă fosfatul de sodiu în apă distilată Adăugați portocala de acridină Preparatele sunt vizualizate într-un microscop cu lumină convențională cu un iluminator electric Ca intrare, filtrele albastre sunt folosite pe condensator, iar filtrele galbene sunt folosite ca filtre oculare, care sunt selectate în așa fel încât să se intersecteze complet Vizionarea la microscop fluorescent oferă cele mai bune rezultate În același timp, una dintre caracteristicile importante ale lucrului cu frotiuri colorate cu fluorocromi este că acestea nu sunt supuse observării pe termen lung în câmpul vizual selectat, deoarece intensitatea luminiscenței obiectului colorat scade rapid O altă caracteristică a lucrării este necesitatea respectării stricte a modului de funcționare al microscopului luminescent La aplicarea uleiului de imersie, o picătură ar trebui să cadă liber pe sticlă (în acest caz, este indicat să lubrifiați ușor lentila frontală a obiectivului cu ulei de imersie) Pipeta picuratorului de ulei nu trebuie să intre niciodată în contact cu frotiu Acest lucru poate duce la transferul de material de la un frotiu la altul, contaminarea uleiului de imersie și un rezultat microscopic fals pozitiv Microscopia dezvăluie clar luminescența ciupercilor pe un fundal întunecat, colorat cu eozină Aspergillus da o strălucire verde, ciuperci de drojdie din genul Candida - galben-verde, criptococi - roșu, blastomicete - galben-verde, histoplasmă - roșu-galben, agentul cauzator al rino-ridiază - roșu Agenții cauzali ai nocardiozei atunci când se utilizează această metodă nu sunt detectați DART-TURNER ACRIDINO ORANGE Colorare tehnica de colorare • Frotiurile se fixează într-un amestec de părți egale de dietil eter și % etanol timp de oră • Se efectuează prin alcooli cu concentrație descendentă ( , , %) și apă distilată, scufundând frotiul de ori în fiecare porție • Scufundați de ori în acid acetic % • Se transferă în apă distilată timp de min • Se pune în tampon acetat (pH = , ) timp de minute • Se transferă într-o soluție tamponată de portocaliu de acridină , % timp de minute • Se diferențiază min în tampon acetat (pH = , ) • Ștergeți capetele lamelor, apoi îndepărtați cu grijă excesul de soluție tampon cu hârtie de filtru • Închideți sub o lametă într-o soluție tampon și lăsați timp de minute Preparatul se examinează imediat cu un microscop fluorescent sau, dacă frotiul este lăsat mult timp, se păstrează la întuneric și se ceruează marginile lamei Fluorescența persistă timp de luni Bacteriile, drojdia, ciupercile din genul Candida sunt colorate în roșu, paraziții sunt roșii cu nuclee galbene, leucocitele sunt de culoare verde strălucitor STUDII MICOLOGICE METODA DE COLORARE CU FLUOROCROM PENTRU DETECȚIA DERMATOFIȚILOR Fluorocrom amestecat cu soluție de hidroxid de sodiu % în dimetil sulfoxid ( : ) cu pre-epurare a materialului patologic DIAGNOSTIC EXPRES DE DERMATIFITĂ CU FLUOROCROMI FĂRĂ ILUMINARE ♦ Preparatul se colorează cu soluție tampon de acridină portocalie la o expunere de min • , % blancofor • Colorat cu alb calcofluor • % uvitex b Tehnica de colorare cu alb calcofluor Prepararea vopselei: L- după Van Gieson diverse modificări PAS după Gridley o e i - і S o o ^ "a E acridin portocaliu fluorocyr anticorpi după Gram conform Gram-Weigert XX O Shga O s după Romanovsky-Giemsa după Wright K XX o Ș l m a X ha X = g E? conform Hotchkiss-McManus ha EC ha \ £E GO □ O s Genul Aspergillus - + + + + + + - - - - - - - - Blastomyces dermatitisdis + - + + + + + + - - + - - + - - Genul Candida + + + + + + + + + + + + - - - Chrysosporium parvum var semilune + - + + + + - Coccdioides fără milă + + + + + + + + - + - + + - - - Cryptococcus род + - + + - + + + - - - - - + - + Epidermohpyton floccosum + Fusarium + Geotrichum + - + + - + + + - - - - - - Histoplasmă încapsulată + + + + + + + - + - + + - + - Loboa loboi + - - - + + - - Malassezia + - + + - Microsporum + Paracoccidioides brasiliensis + - + + - + + Penicillium marnefferi + - - - - +- - - - - - - + - - - Pneumocystis carinii +- - + - Pseudalleschiia boydii + Rhinosporidium seberi + + + + - + + - + Sporotrix schencki + - + + - + + - - + - + - - - Genul Trichphytan - - Hialofomicete + - + + + + - Dermatofite + - + + - - - Zigomicete + - + + + - - - - - - + - - - - Feohifomicete + - + + + + - STUDII MICOLOGICE Cauzele erorilor în studiile microscopice Structuri care imit ciuperci patogene • Fibrele textile se află separat de celulele de material biologic, mai mari decât hifele fungice, grosime neuniformă nu septate • Cristale alcaline Au aspectul unor fibre subțiri cu perete dublu, dar, spre deosebire de miceliul ciupercilor, nu au o înveliș comună pentru toate elementele firului, nu se ramifică, au transparență vitroasă și sunt monomorfe Adăugarea unei picături de apă distilată sub lamelă duce la dizolvarea cristalelor • Picături de grăsime - imită celulele de drojdie, adesea găsite în materialul slab iluminat • Granulele de cheratohialină pot fi confundate cu spori de ciuperci, dar au dimensiuni mai mici și sunt localizate în interiorul celulelor pielii, ceea ce se determină prin rotirea microșurubului microscopului • Ciuperca mozaic - un artefact format în timpul cristalizării KOH în timpul încălzirii excesive a preparatelor Nu are o diviziune clară în celule Se prezintă sub formă de elemente ușoare omogene, diferite ca formă și dimensiuni, având o diviziune de plasă Când medicamentul este încălzit sau păstrat timp de - zile, "ciuperca mozaic" dispare • Bule de aer SIMULATORI DE FUNGICI PATOGENE ÎN SECȚIUNI DE ȚESUT Simulatoare de structură a firelor • Fire de fibrină (când sunt colorate conform Gram-Weigert) • Fibrocite alungite și turtite • Fire de polizaharide ale pereților capilarelor în metoda PAS de colorare • Membrane bazale, marginea perie a epiteliului (metoda PAS) • Colagen și fibre elastice cu impregnare cu argint conform Gomory-Grocott • Fibre reticulare • Fibrocite alungite și turtite • Fibre interstițiale calcificate subțiri imitând micepsul cu granulație fină asemănătoare cocilor nocardiei Mime fungice intra și extracelulare rotunjite și sferice • Corpii lui Roussel, corpii amiloizi • Globule roșii decolorate, umflate și mutante • Granule de hemosiderina în timpul impregnării cu argint • Precipitate microglobulare de acid ribonucleic • Acumulări de substanțe mucinoase în celulele epiteliale, macrofage, uneori localizate extracelular, detectate prin colorare pentru mucopolizaharide • Precipitarea coloranților • Picături de grăsime • Mase rotunjite întâlnite în mase granulomatoase și în celulele gigantice STUDII MICOLOGICE Imită ciuperci patogene asemănătoare cu sferule sau sporangi Vacuole macrofage citoplasmatice care simulează o sferulă cu endospori Asigurarea calității pentru studii microscopice Un element important în asigurarea calității studiilor efectuate este implementarea regulată a controlului calității studiilor microscopice, care se realizează prin monitorizarea sistematică a muncii desfășurate în laborator și evaluarea eficienței acesteia Controlul calității se efectuează în toate etapele tehnologice ale examinării microscopice și include: ❖ evaluarea calității probelor biologice primite; ❖ controlul asupra respectării rețetelor și metodelor de preparare a reactivilor și coloranților; ❖ monitorizarea respectării tehnicilor metodologice: ❖ la pregătirea frotiurilor (inclusiv calitatea lamelor); pete de colorare; ❖ efectuarea examenului microscopic; ❖ contabilitatea și înregistrarea rezultatelor În plus, elementele controlului calității intralaborator sunt: utilizarea sa regulată în unitatea de laborator; ❖ angajați corespunzător pregătiți, motivați și responsabili ❖ aplicarea raţională a metodelor reglementate; J analiza periodică a greșelilor comise și corectarea imediată a acestora O formă de asigurare a calității pentru studiile microscopice este utilizarea a două frotiuri de control suplimentare necolorate într-o serie de frotiuri clinice, dintre care unul este cunoscut a fi pozitiv, iar celălalt este negativ Revizuirea începe cu controlul, apoi frotiurile clinice sunt revizuite Concluzie asupra rezultatelor examenului microscopic Rezultatul examinării microscopice a materialului patologic este înregistrat într-un jurnal special de laborator Concluzia este întocmită pentru eliberarea unui medic sub forma unui formular, care ar trebui să reflecte procesul patologic (numărul de leucocite în timpul inflamației, proliferării, fibrozei etc ), compoziția cantitativă și calitativă a microflorei, precum și ca prezența unor agenți patogeni specifici ai micozei Concluzia este formulată nu ca un diagnostic, ci ca o descriere detaliată a imaginii microscopice a medicamentului Formularea diagnosticului în concluzie pe baza rezultatelor examinării microscopice este inacceptabilă, deoarece este apanajul medicului curant și nu al lucrătorului de laborator STUDII MICOLOGICE STUDIU CULTURAL Examinarea culturii este o tehnică mult mai sensibilă decât microscopia Izolarea unei culturi pure a ciupercii este utilizată pentru a identifica genul și specia ciupercii, pentru a confirma diagnosticul procesului micotic cu date negative de microscopie Valorile optime ale pH-ului pentru cultivarea majorității speciilor de ciuperci sunt în intervalul , - , Pentru a obține o cultură pură și a elimina contaminarea cu flora bacteriană însoțitoare, se folosesc diferiți aditivi selectivi pentru medii În acest scop, se folosesc cel mai adesea diverse substanțe antimicrobiene și antibiotice antibacteriene Într-un studiu cultural, un frotiu și semănat trebuie efectuate din aceeași porțiune de material Aceasta este o cerință de bază pentru testarea microbiologică adecvată CERINȚE PENTRU LIVRAREA PROBELOR DE BIOMATERIAL LA LABORATORUL DE MICROBIOLOGIC Toate probele colectate sunt trimise la laboratorul microbiologic imediat după primire, cu excepția cazurilor în care se folosesc containere cu medii de transport care sunt aprobate pentru utilizare în aceste scopuri în modul prescris Este necesar: : =; b CV Q h- "O zaharoză lactoză galactoză glucoză] g maltoză zaharoză lactoză C □ L s: deci c o f CV - m C albicans + + + + - - + + - + - Mycotoailoides Mycotorufa C parapsiloza - - - - - - + + + - + + Mycocandida C tropicalis - - + + + - + + + + - + Mycotonila Mycocandida Mycotoailoides Candida C glaprata C caisei - - + - - - - + - - + Mycotorula Mycocandida Mycotoruloides C chefir - + - + + + + - + + Mycocandida C gnfllermondii - + - + + + + + - + Wastodendrion C lusita-niae Criptococoza agenți patogeni Cryptococcus neoformans [var neoformans ~ serotip D; var grăbii ~ serotip A; var caftii = serotip B, C; var grubii/var neoformans (diploid) = serotip A, D] Cultura de caracter • C neoformans - coloniile pe agar must sau Sabouraud la °C sunt albe, gălbui; pe mediu Steib sau mediu de agar cu L-DOPA - maro închis, neted, lucios, mucus-vâscos Sensibilitatea metodei de diagnostic cultural este de % Predomină celulele de drojdie cu un singur rinichi Dimensiunile capsulelor variază în funcție de tulpină și de starea sistemului imunitar uman La pacienții infectați cu HIV în stadiul de SIDA, există forme acapsulare sau celule cu capsulă subțiată, care, la reînsămânțare, capătă din nou o capsulă În formele tisulare ale tuturor tipurilor de criptococi, capsula este bine detectată în preparatele colorate cu cerneală indiană (sensibilitate - %), albastru alcian sau maro bazic • C albidus - coloniile sunt lucioase, netede, subtiri, de culoare crem ❖ Microscopie: - celule înmugurite sferice sau ovale cu pereți de diferite grosimi, de - x - microni; - lipsesc hifele și pseudomiceliul • S laurentii - coloniile sunt umede, viculoase, de culoare crem, pe măsură ce îmbătrânesc, capătă o nuanță ocru-capriu Despre microscopie: - celule sferice sau elipsoide înmugurite, de dimensiuni - x , - , microni; - lipsesc hifele și pseudomiceliul Caracteristicile biochimice ale culturilor de agenți patogeni ai criptococozei, utilizate în diagnosticul diferențial prin metoda unei serii pestrițe, sunt prezentate în tabel - STUDII MICOLOGICE Tabelul - Diagnosticul diferențial al diferitelor tipuri de criptococ prin proprietăți enzimatice Proprietăți enzimatice Asimilarea agentului patogen a zaharurilor nitrat ureaza ciclotexemnd creștere la °C lactoză melibioză melictoză C neoformans - + - + - + C albidus + + + + - + C laurentii + + - + + ± Zigomicoze PATOGENI Ciupercile inferioare aparținând clasei Zygomycetes: Rhizopus spp (R arrhizus, R microsporus var rhizopoaiformis, R microsporus var oligosporus, R stolonfer), Abstâia spp (A corimbifera, A coerulea) Mucor spp (M ctrcinelloides, M hiemalis, M indicus, M racemosus, M ramosissibus), Rhyzomacor pussihihs, * Rhizopus spp Coloniile cresc rapid la °C Mieliul aerului este abundent, alb-cenușiu, lânos, apoi își schimbă culoarea de la maro-gălbui la maro pe măsură ce îmbătrânește Miceliul substratului este neseptat, incolor, sporoforii sunt neramificati, solitari sau în grupuri cu rizoizi bine dezvoltati Sporangii maronii sau cu pereți negri care conțin sporangiospori rotunjiți sau unghiulari • R arrhizus este cel mai frecvent agent cauzal al zigomicozei Coloniile sunt simțite, necolorate sau (la sporulare) pestrițe, de culoare cenușiu închis, cu un miceliu bine dezvoltat, de , - , cm înălțime Dermatomicoza (dermatofitoza) Răspândită, întâlnită la toate grupele de vârstă ale populației PATOGENI tipuri de dermatomineți au cea mai mare semnificație epidemiologică: Trichophyton rubrum, T mentagrophytes, T ajelloi, T tonsurans, T violaceum, Microsporum caniș, M audouinii, M femigineum, Ai gypseumr Epidermophyton floccosum CARACTERISTICI CULTURII • Trichophyton rubrum - culturile sunt polimorfe, inițial albe, catifelate, ulterior pot fi roșu-violet, pudrate sau piele cu zone concentrice de roșu-brun sau violet, alb pufos cu șanțuri roz, alb pudrat, înconjurat de o dungă violet, roz roz -culoare maro sau maro Reversul culturilor este roșu sau purpuriu Miceliul este uniform, septat, cu diametrul de - microni Microconidiile sunt abundente, în formă de picătură, alungite, în formă de pară, de - microni, situate pe lateralele miceliului Macroconidiile constau din - celule, sunt formate pe filamente terminale, sunt tocite și nu se găsesc în toate tulpinile Chlamydosporii sunt intercalari și terminali • T mentagrophytes', după caracteristicile morfologice, se disting două variante: T mentagrophytes var gypseum și T mentagrophytes var interdiguale • T mentagrophytes var gips - colonii de gips-fainos Miceliul este uniform, ramificat, sep girvanny Microconidiile sunt rotunde sau în formă de pară, dispuse în ciorchini pe părțile laterale ale miceliului În culturile mature, adesea STUDII MICOLOGICE se formează spirale de - bucle Macroconidiile sunt în formă de fus, sunt formate din - celule, capătul liber este rotunjit • T mentagrophytei var intzrdigitale - Coloniile mature sunt albe, catifelate, de culoare roz spre maro, cu o suprafata neteda, mai rar striata radial, cu o depresiune in centru Miceliul este lung, ramificat, septat, cu spirale și spirale subțiri Microconidiile sunt rotunjite, situate pe părțile laterale ale miceliului Macroconidiile sunt rare Se observă adesea pleomorfismul culturilor Identificarea ciupercilor de cultură pure prin activitatea enzimatică Au fost dezvoltate truse comerciale în acest scop În special, setul "Auxacolor " este un sistem de identificare bazat pe principiul utilizării zaharurilor, care face posibilă identificarea a de specii de drojdie și a unei specii de alge unicelulare Protothea wickerhamii Creșterea fungică devine vizibilă ca urmare a modificării culorii indicatorului de pH Trusa include caracteristici biochimice distribuite în godeuri: godeuri conțin teste metabolice care conțin zaharuri (glucoză, maltoză, zaharoză, galactoză, lactoză, rafinoză, inozitol, celobioză, tregaloză, adonitol, melezitoză, xiloză, arabinoză), există teste enzimatice , inclusiv un test pentru detectarea activității fenol oxidazei a Cryptococcus neoformans Pentru cercetare utilizați cultură pură de sau de ore cultivată pe mediu Sabouraud sau mediu cromogen Majoritatea drojdiilor pot fi identificate în decurs de de ore, dar uneori rezultatele trebuie citite după - de ore Creșterea organismelor asemănătoare drojdiei este detectată printr-o schimbare de culoare albastru spre galben în culoarea indicatorului și tulburarea soluției din puț DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII ANTIFUNGICĂ Metode de determinare a sensibilității la medicamentele antifungice În prezent, au fost dezvoltate o serie de metode obiective pentru a determina susceptibilitatea unei game largi de drojdii și mucegaiuri la terapia anti-fungică În prezent, au fost întreprinși o serie de pași pentru a crește standardizarea și a îmbunătăți interpretarea clinică a acestor metode Acest lucru se reflectă în standardele NCCLS, care descriu metode de referință pentru determinarea sensibilității drojdiilor și mucegaiurilor NCCLS dezvoltă în mod constant o metodologie de referință pentru determinarea susceptibilității antifungice folosind numeroase studii reproductibile Dezvoltarea și implementarea practică de noi metode pentru determinarea susceptibilității antifungice sunt efectuate folosind tulpini de control de ciuperci în comparație cu rezultatele metodelor de referință NCCLS STANDARD NCCLS M A Metodă de referință pentru determinarea susceptibilității antifungice a ciupercilor de drojdie prin metoda diluțiilor în serie într-un mediu lichid Standardul NCCLS M? A acoperă studiul irisilor de drojdie, inclusiv ciuperci din genul Candida, Cryptococcus (C neoformans și C gattii) folosind diluții macro- sau microsecvenţiale într-un mediu lichid STUDII MICOLOGICE Se recomandă utilizarea RPMI- ca mediu (un mediu complex multicomponent cu , % adaos de glucoză, pH = , ) Inoculul este standardizat pentru turbiditate Incubarea se efectuează la °C timp de de ore pentru ciupercile din genul Candida sau - de ore pentru ciupercile pretențioase, cum ar fi criptococul Metoda de microdiluție este efectuată în godeurile unei microplăci standard cu de godeuri, comparând în același timp creșterea ciupercilor în godeuri cu diferite concentrații de medicament și godeul de control Inhibația este notată de la la pe următoarea scală: > - conținutul godeului este transparent optic; Ch Candida famata , DZ - , , , Fără date Candida glabrata , RR - - RR , - , V - Y > , Candida guilbermondii , RR - R , - , , , - V , - , - , R Candida kefyr , , - , , , - , , Y , - , - Candida krusei N , Y - , - NDD , , Y -> - Candida lusitamae B , - , - , , , , Fără date , Candida parapsiloza , - - , , - , , , - Candida tropicalis , DZ - , , V , - , V - Cryptococcus neoformans , - RR - , RR , , N - Y Malassezia urfur N N' Fara date Saccharomyces cerevisiae , - , , - , , Fără date , Fără date Trichosporon beigellii , - , , , V , - I - Fără date Note: H - sensibil; CHD - sensibile sau dependente de doză; U - stabil; B - - variabilă; P - intermediar Amph B - amfotericină B*; Gripa - fluconazol'-'; Vori - voriconazol Itra - - itraconazol *; Keto - ketoconazol*; Terbin - terbinafină * (numai pentru forma topică): -flu - -flucitozină ^'; Caspo - casvofungin Tabelul - Profil de sensibilitate antifungică pentru dermatofite Specii de ciuperci Terbinafină Fluconazol Itraconazol Ketoconazol Griseofulvin Varicoazil Trichopbyton spp Epidermcphyton floccosum Microsporum spp ore ore STUDII MICOLOGICE Tabelul - Profil de susceptibilitate antifungică pentru mucegaiuri patogene Tip de ciupercă Amph B, mg/ml Gripa, mg/ml Vori, mg/ml Itra, mg/ml Keto, mg/ml Terbia, mg/ml -gripa, mg/ml Caspo Aspergillus fumigatus , Y > , NDD , Y , Y > Aspergillus flavus N - Y > , - nds , - , Y , Y > N Pseudalle scheria boydii [=Scedosporium apiospermun] V - V - , V , - , V M Y - Y > Fără date Scedosporium prolificans Y > Y > , - V > Y > Y > Y > Fara date F și sari și m sp ^ Y > N - Y > Y > Y , - Y > Fără date Bipoiads sp , Y > , - , , , , - , Y > Fără date Cladophialophora sp , V - , , V H , - , Fără date Exophiala spp , V , V , - , - , V - Fără date Phialophora spp- , - V - , , V , Fără date Fără date Paecilomyces spp- , - V , - , B , - , Fără date B - B , - , Fără date Penicillium spp- , - , V - , , , - , V , Fără date CONCLUZII • Principalele dificultăți practice în determinarea sensibilității ciupercilor la medicamentele antifungice sunt asociate cu standardizarea preparării inoculului și determinarea concentrației finale Verificarea densității și sterilității inoculului trebuie efectuată la fiecare studiu, adică, în paralel cu testarea, se seamănă volumul standard al inoculului finit După de ore de incubație, se numără numărul de colonii Dacă sunt prea puține sau prea multe, se recomandă repetarea testului • În prezent, există modificări ale metodei de determinare a MIC, în care indicatorii de culoare sunt utilizați în etapa de înregistrare a rezultatelor sau înregistrarea este automatizată, folosind un cititor de microplăci sau un analizor automat al zonelor de inhibare a creșterii, ceea ce face posibilă evitarea erori subiective la obţinerea datelor cantitative Pentru a crește eficacitatea clinică a studiului, rezultatul sensibilității antifungice este adesea confirmat printr-o altă metodă, mai ales în cazurile în care există îndoieli cu privire la fiabilitatea rezultatului • Etapa actuală de dezvoltare a metodelor de laborator pentru determinarea sensibilității angifungice permite laboratorului să efectueze aceste studii în practica de rutină Cu toate acestea, pentru a determina sensibilitatea, este nevoie de o recoltă, ceea ce nu este întotdeauna posibil să se recolteze pe jumătate Identificarea speciilor face adesea posibilă prezicerea sensibilității unei specii in vitro • Întrebarea despre ce specimene clinice trebuie testate rămâne deschisă Dacă este necesar să se studieze numai probe în care ciupercile sunt semnificative din punct de vedere clinic sau să se efectueze screening de laborator pentru toate izo- STUDII MICOLOGICE lyats? Răspunsul la această întrebare poate fi obținut pentru fiecare unitate sanitară individuală, ținând cont de analiza datelor acumulate privind agenții patogeni predominanți, compoziția speciilor lor și sensibilitatea antifungică, cu participarea specialiștilor în chimioterapie, microbiologi clinici și clinicieni Sisteme de testare pentru diagnosticul serologic al infecțiilor micotice Diagnosticul serologic este important prin faptul că vă permite să determinați titruri mari de anticorpi sau antigene circulante la pacienții imunodeprimați care sunt unul dintre grupurile de risc pentru dezvoltarea micozelor sistemice Diagnosticul microbiologic clasic al infecțiilor fungice sistemice cauzate de Candida este confirmat prin izolarea repetată a ciupercilor din probe biologice care sunt în mod normal sterile (sânge, urină etc ) Cu toate acestea, este dificil de interpretat rezultatele obținute la creșterea culturilor de ciuperci, deoarece ciupercile sunt adesea izolate sub formă de colonii unice, iar cu infecția pe scară largă, hemocultura poate rămâne negativă Detectarea antigenului manan care circulă în serul sanguin permite îmbunătățirea diagnosticului infecției cu Candida, în special la pacienții imunosupresivi Testul comercial Pastorex(r) Candida* măsoară polizaharida Candida (manan) din ser folosind o metodă simplă de aglutinare a particulelor de latex Mananul este componenta principală a peretelui fungic și principalul antigen circulant Testul folosește particule de latex sensibilizate cu anticorpi monoclonali la manan Pragul de sensibilitate al testului este de , ng/ml Dacă serul este pozitiv, se poate efectua o analiză semicantitativă prin diluții în serie ale supernatantului în tampon de glicină Testul Pastorex(r) Aspergillus* este destinat determinarii calitative si semicantitative a polizaharidei Aspergillus (galactomanan) in ser, pe baza metodei de aglutinare a particulelor de latex Testul folosește particule de latex sensibilizate cu anticorpi monoclonali la galactomanan Pragul de sensibilitate este de ng/ml Testul calitativ și semi-cantitativ "Pastorex(r) Cryptococcus*" se bazează pe determinarea polizaharidei capsulare Cryptococcus neoformans (glicuronoxi-lomannan) în fluide biologice (ser, lichid cefalorahidian, lavaj bronhoalveolar, urină) cu ajutorul unei reacții de aglutinare Testul folosește particule de latex acoperite cu anticorpi monoclonali la glucuronoxilomannan, care este componenta principală a capsulei Cryptococcus neoformans Testul ELISA Platelia Aspergillus este o analiză ELISA într-o etapă în format "sandwich" pentru determinarea antigenului galactomanpan al ciupercilor din genul Aspergillus în serul sanguin Diagnosticul imunologic bazat pe detectarea anticorpilor nu este adaptat pentru cazurile de imunodeficiență Aspergillus este extrem de rar izolat din hemocultură, adesea absent din probele de spută Diagnosticul de aspergiloză se bazează adesea pe criterii nespecifice sau pe semne în concordanță cu manifestările clinice tardive (simptome clinice, metode de examinare radiologică etc ) Introducerea analizei serologice a antigenelor solubile în serul pacientului face posibilă îmbunătățirea situației diagnostice, realizând o specificitate ridicată în stadiile incipiente ale bolii Testul imunoenzimatic "sandwich" într-o singură etapă "Platelia Candida Ag" într-un format de microplăci vă permite să determinați calitativ sau cantitativ INVESTIGAȚII MICOLOGICE nivelul antigenului manan care circulă în ser Sensibilitatea testului depinde foarte mult de tipul de microorganism izolat Testul imunoenzimatic indirect în două etape "Platelia Candida Ab" într-un format de microplacă permite detectarea anticorpilor la antigenul manan al fungilor de drojdie din genul Candida, componenta principală a peretelui ciupercilor din acest gen Mananul este un marker al candidozei și este o polizaharidă foarte imunogenă Testul cuantifică nivelul de anticorpi anti-manan din serul uman Nivelul de sensibilitate variază în funcție de tipul de ciupercă izolată Diagnosticul candidozei invazive ar trebui să se bazeze pe o combinație de teste pentru determinarea atât a anticorpilor la manan, cât și a antigenului manan însuși care circulă în sânge în testul Platelia Candida Ab Combinația acestor două teste face posibilă efectuarea unui diagnostic precoce de laborator și creșterea sensibilității metodelor de diagnostic de laborator În general, o combinație de rezultate clinice și de laborator poate reduce riscul factorilor de risc iatrogeni Combinația acestor două teste poate deveni o componentă importantă a sistemului de monitorizare clinică și de laborator în timpul tratamentului DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL MICOZEI DE SURFACE Micoze ale pielii Micoza pielii netede: ❖ microscopia solzelor, răzuiturilor din leziuni; studiul cultural al materialului din leziune; > identificarea speciilor și determinarea sensibilității antifungice (în cazul evoluției recurente și/sau rezistenței la terapia antifungică standard) Micoza mâinilor, opriți Onicomicoza: microscopia solzelor, răzuirilor din leziuni, răzuirii și secțiunilor plăcii unghiale afectate; studiul cultural al materialului din leziune; <> identificarea speciilor și determinarea sensibilității antifungice (cu curs recurent și/sau rezistență la terapia antifungică standard) Micoza scalpului: ■o examinare luminiscentă cu lampa lui Wood; ❖ microscopia solzilor, părului din leziuni; ❖ studiul cultural al materialului din leziune; ъ identificarea speciilor și determinarea sensibilității antifungice (în cazul evoluției recurente și/sau rezistenței la terapia antifungică standard) Micoze ale membranelor mucoase: •> microscopia răzuirilor din leziuni; o identificarea speciilor și determinarea sensibilității antifungice (cu curs recurent și/sau rezistență la terapia antifungică standard) CRITERII DE DIAGNOSTIC PENTRU MICOZA SISTEMICA Bronsita micotica: ❖ radiografia sau tomografia computerizată a plămânilor; bronhoscopie, lavaj bronhoalveolar (BAL); STUDII MICOLOGICE o - microscopia BAL, spută colorată cu fluorocromi, material de biopsie; o studiu cultural al BAL, spută colorată cu fluorocromi, material de biopsie; ❖ examen patomorfologic al materialului de biopsie Micoza invazivă a plămânilor: radiografia sau tomografia computerizată a plămânilor; <> bronhoscopie, lavaj bronhoalveolar (BAL); ❖ biopsia leziunilor (transbronșice, deschise, transtoracice); ❖ microscopia BAL, spută, biopsie cu colorare fluorocrom; ❖ studiul cultural al BAL, sputei, biopsie cu colorație fluorocrom; ❖ examen patomorfologic al biopsiei; o identificarea speciei agentului patogen identificat; o determinarea antigenului Aspergillus în serul sanguin ("Pastorex" sau "Platelia Aspergillus BioRad"); creșterea ciupercilor în studiul cultural al materialului de biopsie Infecție micotică a tractului urinar: detectarea ciupercilor în timpul examinării microscopice, culturale, patomorfologice a materialului aspirat sau de biopsie; <> hemocultură repetată de ori pe zi timp de cel puțin zile; determinarea anticorpilor în lichidul cefalorahidian în cazul suspiciunii de meningită Criptococoza: <> examen microscopic și cultură a lichidului cefalorahidian, sânge, urină, secreție de prostată și material de biopsie; determinarea antigenului Crypticoccus neoformans în lichidul cefalorahidian, sânge, urină utilizând un test de aglutinare latex (Pastorex Crypticoccus BioRad; Immuno-Mycologics Inc ; Meridian Diagnostic Inc : Murex Diagnostic) sau un test ELISA (Meridian Diagnostic Inc "') Histoplasmoza; o microscopia frotiurilor de sânge colorate, spută, BAL, puroi; examen cultural al sângelui, sputei, măduvei osoase, puroiului, materialului de biopsie; > determinarea antigenului în sânge, urină, lichid cefalorahidian, BAL prin radioimunotest sau test ELISA; ❖ detectarea anticorpilor prin fixarea complementului sau imunodifuzie Micoza mucoasei: o microscopia necrozei, sputei, BAL, material de biopsie separat de zone; ❖ studiul cultural al materialului din focare de pe palatul dur, sinusuri paranazale detașabile, spută, BAL Paracoccidioidomicoza: ❖ microscopie și examen cultural al puroiului, sputei, materialului din leziuni granulomatoase; ❖ detectarea anticorpilor prin fixarea complementului sau test ELISA Penicilioza (agent cauzal - Penicillium mamefferi): <> microscopia frotiurilor de măduvă osoasă colorate cu Wright, materialul elementelor pielii, biopsiile ganglionilor limfatici Sporotricoza: o serie de boli parazitare nu pot fi detectate deloc prin metode parazitologice directe; în aceste cazuri, metodele de diagnostic molecular sunt utilizate pentru a detecta angigenele, anticorpii, ADN-ul și ARN-ul agenților patogeni Astfel, abordările pentru diagnosticarea bolilor parazitare sunt foarte diverse Detectarea diferitelor tipuri de agenți patogeni necesită utilizarea diferitelor metode de cercetare parazitologică, prin urmare, în direcția studiului, este necesar să se indice ce parazitoză este suspectată la pacient De exemplu, în cazul indicației în direcția "fecalelor pe ouă de helminți", laboratorul va efectua acest studiu special, în timp ce agentul cauzal al strongiloidiozei poate fi detectat numai printr-o metodă specială de examinare a fecalelor Pentru a detecta oochisturile de criptosporidium, este necesară colorarea specială a preparatelor fixe Sângele pentru căutarea agenților patogeni ai malariei sub formă de picătură groasă sau frotiu subțire pe sticlă și frotiuri de măduvă osoasă pentru a căuta Leishmania sunt colorate conform Romanovsky-Giemsa Pacienții pot avea mai multe infecții parazitare în același timp, cum ar fi helminți și protozoare, malarie și leishmania Din acest motiv, uneori este necesar să se studieze diferite materiale de la același pacient Diagnosticul unei boli parazitare se face pe baza detectării probelor de paraziți, fragmentelor de specimene și diferitelor etape ale dezvoltării lor în materialul de testat În unele cazuri, la obținerea unor rezultate îndoielnice, este necesar un al doilea studiu, dacă sunt suspectate unele boli parazitare (giardioză, criptosporidioză etc ), un singur studiu nu oferă încredere în absența agentului patogen și, prin urmare, în furnizarea clinician cu o concluzie despre absența acesteia Trebuie avut în vedere faptul că majoritatea helmintiazelor nu se transmit direct de la o persoană la alta, astfel încât pacienții nu sunt periculoși ca sursă de agent patogen pentru alții Există câteva excepții de la această regulă generală: enterobiaza, himenolepiaza cauzată de tenia pitică, strongiloidiaza și tenia de porc, în care infecția cu oncosfere cu dezvoltarea ulterioară a cisticercozei reprezintă un pericol grav Trebuie amintit că protozoarele intestinale infestate sunt surse de agenți patogeni și pot transmite infecția altora Malaria se poate transmite de la o persoană la alta nu numai prin țânțari, ci și prin sânge (cu LABORA SAU DIAGNOSTICUL BOLILOR PARAZITAR transfuzie de sânge, masă eritrocitară, la utilizarea instrumentelor contaminate cu sânge), Agenții cauzali ai bolilor parazitare aparțin agenților biologici patogeni (PBA) din grupele III și IV de patogenitate, ceea ce determină modul adecvat de funcționare a laboratoarelor (subdiviziunilor) parazitologice care efectuează studii de diagnostic PARAZIȚII DE SÂNGE Sângele este habitatul într-un anumit stadiu de dezvoltare al următorilor paraziți: protozoare - plasmodia malariană (P vivax, P falciparwn, P ovale, P maiapae), babesia (Babesia spp ); helminți - larve de filariide (Wuchererta bancrofti, Brupia malayi) În unele cazuri, leishmania viscerotropă (Leishmama donovar i subspecia infantum, Leiîhmania donovanî) poate fi detectată în sânge, dar analiza de sânge nu este principala metodă de diagnosticare a acestora Modificări nespecifice ale sângelui în bolile parazitare Eozinofilie Multe boli parazitare sunt însoțite de o creștere a numărului de eozinofile din sângele periferic (anisakiaza, anchilostomiaza, opistorhia, strongiloidiaza, toxocaroza, trichineloza, fascioloza, filariaza, cisticercoza, schistosomiaza, echinococoza, etc ) Anemia apare in multe boli parazitare: anchilostomia, difilobotriaza, trichuriaza, fasciolopsidiaza, malaria, leishmanioza viscerala, tripanosomiaza, babesioza Cu malaria în stadiul inițial, anemia este normocromă și normocitară: între accese de febră și după tratament se observă reticulocitoza În viitor, se observă un număr crescut de policromatofile, au loc anizocitoză, poikilocitoză Cu leishmanioza viscerală, anemia este pronunțată, conținutul de hemoglobină scade progresiv și poate ajunge până la g/l, numărul de reticulocite crește Odată cu anchilostomidoza, se dezvoltă anemie cu deficit de fier Conținutul de hemoglobină scade, se dezvoltă anizocitoză, poikilocitoză, se observă un conținut mediu scăzut de hemoglobină în eritrocit La unii pacienți cu anemie severă, nivelul hemoglobinei scade la - g / l, numărul de celule roșii din sânge este sub , x / l Cu difilobotriaza, anemia se desfășoară în funcție de tipul de hematopoieză pernicioasă, tip megaloblastic este caracteristic În sângele periferic apar megaloblaste, ocazional se găsesc normoblaste, eritrocite cu corpi Jolly și inele Cabot Se notează anizopoikilocitoză și policromatofilie Numărul de eritrocite poate fi de la , x /l până la , x /l, iar concentrația de hemoglobină este de - g/l Leucocitoza urmată de leucopenie și monocitoza relativă este caracteristică multor protozooze și helmintiază În stadiile incipiente ale trichinelozei, toxocariozei și strongiloidiozei cu anisakidoză, leucocitoza poate ajunge la x * / l Cu hepatita amebiană și abcesul amebian, este descrisă leucocitoză prelungită până la - x l cu o schimbare a formulei leucocitelor (până la - % din leucocite segmentate) La pacienții cu malarie tropicală severă, apare leucocitoză neutrofilă, iar aneozinofilia și monocitoza sunt observate în sângele periferic Leucopenia până la , - , x h/l până la agranulocitoză se poate dezvolta în stadiul terminal al leishmaniozei viscerale Cu leishma viscerală ?S DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE leucopenia este combinată cu anemie, iranulocitopenie, trombocitopenie, gt există o monocitoză relativă, limfocitoză ( - %), aneozinofilie Leucopenia se observă și în schistosomiaza intestinală, anchilostomiaza Igj; În malarie, se poate observa leucopenie cu monocitoză relativă în r\x perioada febrilă se caracterizează prin leucocitoză cu deplasare înjunghiată Modificări biochimice în sânge Cu afectarea ficatului cu opistorhiază, se observă o creștere a nivelului de bilirubină directă și indirectă Disproteinemia se intalneste in malarie, leishmanioza viscerala, toxocarioza, schistosomiaza, echinococoza multicamerala Hipoproteinemia cu scăderea nivelului de albumină este detectată în anchilostomidoză Plasmodium malarial Malaria la om este cauzată de tipuri de agenți patogeni aparținând genului Plasmodium: P falciparum, R vivax, R malaria? şi P ovale Prima cauzează malarie tropicală, care poate fi malignă și fatală fără tratament Malaria de trei, patru zile și ovală se disting printr-un curs relativ benign În ultimul deceniu în Rusia, aproximativ % din cazurile de malarie sunt cauzate fie de P falaparum (importat din străinătate, în principal din Africa tropicală), fie de P vivax (import în principal din Asia, uneori transmis în interiorul Rusiei) Biologia agenților patogeni Malarial Plasmodium parazitează alternativ la două gazde: la femela țânțar din genul A nopheles și la om În timpul mușcăturii, țânțarul introduce sporozoiți în sângele uman, care în câteva minute intră în ficat În hepatocite apare schizogonia exoeritrocitară care durează cel puțin zile Cu malarie de trei zile și ovale, sporozoiții se transformă adesea în hipnozoiți care sunt în stare inactivă; această fază durează de obicei - luni În timpul șederii lor în ficat, paraziții malariei nu se manifestă în niciun fel Din ficat, produsele schizogoniei exoeritrocitare intră în sânge și sunt introduse în eritrocite - așa începe faza schizogoniei eritrocitare Toate manifestările patologice ale malariei (crize febrile, anemie, splenomegalie, leziuni de organe multiple în malaria tropicală) sunt asociate doar cu schizogonia eritrocitară În acest proces, sunt înlocuite stadiile asexuate ale merozoitului, trofozoitului și schizontului, din care se formează din nou merozoiții Un singur ciclu de schizogonie eritrocitară de la merozoit la merozoit durează zile la malarie de patru zile și zile la alte specii Ca urmare a unei eliberări de paraziți din ficat, astfel de cicluri succesive apar de obicei de la una la câteva zeci, până când schizogonia eritrocitară este întreruptă de procesul imunitar Cu toate acestea, din cauza instabilității sistemului imunitar, pacientul se poate îmbolnăvi din nou fie ca urmare a unei noi infecții, fie din cauza activării hipnozoiților în ficat Din unii merozoiți se formează și celule germinale - gametocite, care nu se împart în corpul uman și, prin urmare, nu au un efect patogen Diagnostic diferentiat Diagnosticul malariei se bazează pe detectarea oricăror stadii de plasmodie în proba de sânge a pacientului În acest caz, ar trebui să se țină seama de diferențele importante dintre schizogonia eritrocitară și gametocitogonia în diferitele tipuri de plasmodii malariale La P falaparum, membrana eritrocitară capătă capacitatea de a adera la endoteliul vascular la scurt timp după invazia parazitului Ca urmare a acestui fapt, eri DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE trocitele cu paraziți, cu excepția celor mai tinere (în stadiul de inel), sunt reținute în venulele organelor interne (sechestrate), prin urmare, doar cei mai tineri trofozoiți (inele) se găsesc în sângele capilar din forme asexuate Gametocitele se maturizează în venulele organelor interne și pentru prima dată ies în canalul periferic abia din a - -a zi de boală Gametocitele de P falciparum se disting printr-o durată lungă de viață individuală (până la săptămâni), motiv pentru care continuă să fie detectate după încetarea schizogoniei eritrocitare ca urmare a tratamentului De aceea, în malaria tropicală este extrem de important să se indice dacă în preparat se găsesc doar inele, inele împreună cu gametocite (un indiciu că boala are o prescripție de zile sau mai mult) sau doar gametocite (un indiciu că formarea de paraziții asexuați noi au încetat, dar pacientul rămâne infecțios pentru țânțari) Detectarea gametocitelor Rfalăparum după vindecarea pacientului este o întâmplare frecventă, nu este un indicator al eșecului tratamentului În alte tipuri de malarie, gametocitele și paraziții asexuați de toate vârstele se găsesc în sângele periferic încă de la începutul bolii După maturare, gametocitele trăiesc doar câteva ore, deci nu este nevoie să se noteze în mod specific prezența sau absența lor Metode de cercetare Principala metodă de diagnosticare a malariei este studiul unei picături groase de sânge colorată conform Romanovsky-Giemsa Studiul unui frotiu subțire este o metodă auxiliară și se efectuează, de regulă, pentru a clarifica tipul de paraziți ai malariei Se utilizează un obiectiv de imersiune x și un ocular x Principiul metodei Volumul sângelui examinat în a șasea picătură este de - de ori mai mare decât într-un frotiu subțire Din acest motiv, un răspuns pozitiv poate fi dat după examinarea unui frotiu sau a unei picături groase, iar un răspuns negativ numai după examinarea unei picături groase Dacă se suspectează malaria, trebuie examinate cel puțin de câmpuri vizuale ale unei picături groase Acest lucru face posibilă detectarea parazitemiei de ordinul a - paraziți în µl de sânge În preparatele sanguine se găsesc stadii intraeritrocitare de dezvoltare a paraziților: trofozoiți, schizoți și gametocite Stadiile extraeritrocitare - merozoiții, există pentru o perioadă scurtă de timp, deci sunt rar întâlniți Trofozoiții (din grecescul trovhe - "nutriție") - se hrănesc cu hemoglobină, stadii de creștere cu un singur nucleu Schizonții (din limba greacă schizo - "împărțire") sunt stadii fisile care au sau mai multe nuclee Trofozoiții sunt împărțiți în clase de vârstă, granițele dintre care sunt destul de arbitrare: clasa cea mai timpurie ( ) - inele, apoi ( ) tineri, ( ) semi-adulți, ( ) adulți și ( ) trofozoiți care se pregătesc pentru divizare , sau preschizonți Schizontii sunt subdivizati in imaturi si maturi, uneori numiti si morulae Descoperirea Plasmodiumului Dovada prezenței plasmodiului malaric este detectarea chiar și a unui parazit în orice stadiu de dezvoltare Cu toate acestea, ar trebui să fiți atenți să găsiți o singură formațiune care arată ca un trofozoit inelar într-o picătură groasă, deoarece această descoperire poate fi rezultatul unei combinații de elemente străine care au pătruns accidental în materialul de testat, cum ar fi coci, particule de vopsea, etc În cazuri îndoielnice, sângele pacientului trebuie luat și reexaminat Identificarea speciilor de Plasmodium este obligatorie pentru formularea prognosticului clinic și epidemiologic, alegerea tratamentului Morfologia diferitelor tipuri de plasmodii într-un frotiu subțire este aproape complet păstrată; într-o picătură groasă, forma se schimbă în timpul dehemoglobinizării la colorarea unei probe de sânge nefixate În lucrările practice, puteți folosi determinantul elaborat de A E Belyaev (Tabelul - ) Pentru a pune un diagnostic, se decide mai întâi dacă formațiunea este un parazit al malariei (punctul ) B DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLILOR PARAZITARE Cu o decizie pozitivă, mergeți la punctul și alegeți una dintre cele două afirmații Dacă numele speciei se află la sfârșitul enunțului selectat, acesta este diagnosticul pe care îl căutați, dacă numărul indică la ce element al determinantului ar trebui să mergeți Procesul se repetă până când se ajunge la numele speciei Când sunt detectați agenți patogeni ai malariei, este necesar să se determine intensitatea parazitemiei Aceasta oferă informații pentru prognosticul bolii și evaluarea eficacității acesteia O metodă destul de precisă se reduce la calcularea numărului mediu de paraziți pe câmp vizual al unei picături groase Tabelul - Determinant al agenților patogeni ai malariei (conform A E Belyaev) Într-o perietură subțire Formație situată pe fundalul unui eritrocit, cu unul sau mai multe nuclee de culoare roz, vișiniu sau rubin cu citoplasmă Plasmodium spp albastră sau albastră Sunt prezenți doar trofozoiții (inele) și/sau gametocitele semilunari ale P falciparum Există, de asemenea, trofozoiți și/sau schizoți mai mari Eritrocitele afectate sunt la fel sau mai mici ca diametru decât cele neafectate Nu există granulare Trofozoiții compacti P malariae Eritrocitele afectate sunt mărite, există granularitate Granulația este fină și din belșug Trofozoiți de obicei cu pseudopode distincte Nucleii sunt relativ mici P vivax Dimensiunea boabelor este relativ mare și rară Trofozoiții sunt compacti Nuclei mari R ovale Într-o picătură groasă Formația este mai mică decât un leucocit segmentat, are unul sau mai mulți nuclei (de obicei roz, cireș sau rubin) și citoplasmă (de obicei albastru sau albastru) Plasmodium spp- Sunt prezenți doar trofozoiții (inele) și/sau gametocitele semilunare ale P falciparum Există, de asemenea, trofozoiți și/sau schizoți mai mari Trofozoiți de formă neregulată, adesea rupte în fragmente mici Pot fi prezente rămășițe de eritrocite roz afectate de P vivax Trofozoiții sunt compacti și nu se rup niciodată în fragmente mici De obicei, există reziduuri ale eritrocitelor afectate de culoare roz P ovale boabe mari Resturile eritrocitelor afectate nu sunt observate Nuclee mici de P malariae Există clase de parazitemie, în timp ce numărul de paraziți din fiecare clasă ulterioară este de ori mai mare decât în cea anterioară, formând astfel o scară logaritmică: J "+" - - în de câmpuri vizuale; J "++" - - în câmpuri vizuale; ■/ "+++-" - - în câmp vizual; ✓ "++++" - - în câmp vizual; Z "+++++" - mai mult de într-un singur câmp vizual Dacă există mulți paraziți, numărarea se efectuează în câmpuri vizuale, dacă puține - la și cu un număr foarte mare, un câmp este suficient În cazul P falciparum, numărul este indicat separat pentru forme asexuate și gametocite, de exemplu, inele "+++", gametocite "+" Mai precisă este metoda de numărare a numărului de paraziți în raport cu numărul de leucocite Pentru a face acest lucru, este necesar să se determine simultan numărul de leucocite De exemplu, într-o picătură groasă de de leucocite s-au găsit de paraziți, în timp ce se știe că pacientul are de leucocite în μl de sânge Creați o proporție: x / = paraziți Cu parazitemie foarte mare, intensitatea acesteia poate fi caracterizată prin numărul de paraziți la de eritrocite numărați într-un frotiu subțire DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Punerea unui diagnostic Răspunsul laboratorului spune: sediment de sânge venos hemolizat Identificarea microfilariilor In preparatele native se stabileste prezenta microfilariilor in forma de serpentina cu mobilitate caracteristica, dimensiunile, in functie de tipul de agent patogen, sunt de ] - microni lungime, - microni in latime Identificarea speciilor se realizează prin colorare preparate conform Romanovsky-Giemsa sau, mai preferabil, conform Heidenhain Principalii markeri: prezența unui capac, locația nucleelor în corp, forma cozii Babesia Agenții cauzali ai babesiozei sunt protozoarele, reprezentanți ai genului Babesia, o persoană se infectează rar cu babesioză, în principal B divergens Această specie parazitează de obicei bovinele, oile și se transmite uneori la om prin căpușe Boala se dezvoltă numai la persoanele cu imunitate redusă, în special după splenectomie În funcție de natura cursului infecției, babesioza seamănă cu malaria tropicală Paraziții se dezvoltă în eritrocite și se înmulțesc prin simplă diviziune Cu diagnosticul târziu, decesele sunt frecvente Diagnosticul de laborator se bazează pe studiul frotiurilor și picăturilor groase de sânge colorate conform Romanovsky-Giemsa Identificarea Babesia Babesia sunt localizate în interiorul eritrocitelor sub formă de formațiuni unice în formă de inel, uneori sau indivizi într-un eritrocit și seamănă cu trofozoiții în formă de inel ai P falciparum Cu toate acestea, ele sunt mai mici, nu sunt atât de obișnuite în formă de inel Nu există pigment în citoplasma paraziților Schizonții și gametocitele nu se găsesc LABORA DIAGNOSTICUL MINIER AL BOLILOR PARAZITARE PARAZIȚII ÎN MĂDUVA OSOSĂ Obiectele de studiu sunt agenții cauzali ai leishmaniozei viscerale - Leishmania infantum și Leishmania donovani Leishmania Leishmania este un grup de protozoare flagelate care provoacă diferite tipuri de leishmanioză În sânge se găsesc numai leishmanii viscerotrope - subspecia Leishmania donovani infantum Leishmania donovani - agenți cauzali ai leishmaniozelor viscerale Cel mai frecvent importat parazit al acestui grup, subspecia Leishmania donovani infantum, se găsește în țările mediteraneene (Grecia, Tunisia, Turcia, Franța, Spania, Portugalia, Italia etc ), într-o serie de țări - fostele republici ale URSS (Tadjikistan, Turkmenistan, Uzbekistan, Kazahstan, Georgia, Azerbaidjan), precum și pe coasta de sud a Crimeei, la poalele Caucazului Leishmanioza viscerală mediteraneană-centrală (copilărie) este foarte rară Este o infecție severă cu protozoare caracterizată printr-o evoluție cronică, leziuni ale sistemului limfoid-macrofag, splenomegalie, anemie și imunosupresie secundară Biologia agenților patogeni Țânțarii sunt purtători ai agenților cauzali ai leishmaniozei Leishmania din corpul uman (și unele animale - șacali, vulpi) sunt capturate de monocite, unde se dezvoltă în amastigote, provocând retico-logistiocitoză generalizată Amastigotul este o etapă neflagelată de dezvoltare a Leishmania ovală sau rotundă, cu dimensiunea de - x - microni, cu un nucleu rotund de , - , microni În citoplasmă, se poate observa un kinetoplast în formă de tijă Leishmania sunt paraziți intracelulari și se reproduc prin simplă diviziune La locul mușcăturii de țânțar, se formează un tubercul inflamator, din care leishmania înmulțită este transportată către organe și țesuturi, localizându-se în splină, măduvă osoasă, sânge și ganglioni limfatici Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea amastigotelor Leishmania în aspiratul de măduvă osoasă Analizele de sânge nu sunt efectuate din cauza sensibilității scăzute a acestei metode În unele cazuri, leishmania poate fi detectată la nivelul ganglionilor limfatici măriți Prelevarea de măduvă osoasă se efectuează prin aspirație cu o seringă din stern, creasta iliacă sau epifiza tibială (la copiii sub ani) Aspiratul este transferat imediat pe lame de sticlă curate, fără grăsimi și se prepară frotiuri subțiri fără a distruge celulele Frotiurile sunt uscate rapid la aer sau cu un uscător de păr, colorate conform Romanovsky-Giemsa, în mod similar cu frotiurile subțiri de sânge Identificarea Leishmania Preparatele sunt examinate într-un sistem de imersie, leishmania în ele se află de obicei în afara celulelor, dar se găsesc adesea în citoplasma celulelor mononucleare și a leucocitelor neutrofile; numărul de leishmanie dintr-o celulă poate ajunge la câteva zeci Au o formă ovală sau rotundă cu dimensiunea de - x - microni Citoplasma colorează gri-albastru, nucleul roșu sau roșu-violet, kinetoplasta violet închis PARAZIȚII ÎN LCR În lichidul cefalorahidian (LCR), puteți găsi tripanozomi, toxoplasmă, ameba saprofită - Naegleria fowleri Acanthamoeba spp , Balamuthia DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE mandrillaris Uneori, în lichidul cefalorahidian se găsesc larve de trichinella, Trichinella spp , larve de acnee intestinală - Strongyloidesstercoralis, elemente de chist echinococic (Echinococcus spp y), dar examenul LCR nu este principala metodă de identificare a acestor agenți patogeni În bolile parazitare, în lichidul cefalorahidian se formează un complex de semne nespecifice La o examinare macroscopică a LCR, se acordă atenție culorii și transparenței acestuia: lichidul normal este incolor, transparent, conține , - , g/l de proteine și - celule/μl O creștere a numărului de celule (citoză) și o modificare a compoziției acestora pot indica boli, inclusiv etiologia parazitară Astfel, detectarea pleocitozei limfoide în LCR cu prezența histiocitelor, macrofagelor sau granulocitelor eozinofile poate indica cisticercoză cerebrală Pleocitoza eozinofilă poate fi observată cu cisticercoză, angiostrongiloză, gnatostomiază, paragonimiază, ascariază, trichineloză, echinococoză, fascioloză schistosomiaza, toxocaroza Acanthamoeba, Balamutim și Negleria Acestea sunt protozoare cu viață liberă, amibe, capabile să provoace encefalită neutrofilă și granulomatoasă și meningoencefalită acută, caracterizată prin mortalitate ridicată, atunci când pătrund în creier (cel mai adesea când intră în cavitățile nazale cu apă) Agenții patogeni trăiesc în sol, apă, filtre de aer, excremente, țesuturi animale în descompunere, dispozitive industriale de răcire, apa piscinei Negleria sub formă de chisturi pătrunde în creier prin epiteliul cavității nazale, ale cărei celule sunt capabile de fagocitoză Negleria se înmulțește, provocând hemoragii și necroze și se dezvoltă meningoencefalita amebiană primară Boala afectează copiii și tinerii sănătoși Acanthamoeba și cei care provoacă tulburări intră în creier prin rinofaringe și provoacă encefalită amoebiană granulomatoasă în principal la persoanele debilitate care au primit terapie imunosupresoare, inclusiv la persoanele infectate cu organe și țesuturi și la persoanele infectate cu HIV Acanthamoeba poate pătrunde în corneea deteriorată cu dezvoltarea ulterioară a keratitei, precum și prin piele, pe care apar modificări necrotice ulcerative În aceste cazuri, ele se găsesc la examinarea răzuirilor din conjunctivă și lichidului din camera anterioară a ochiului Există forme diseminate de acantamoebiază cu afectare a diferitelor organe, inclusiv plămânii Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea trofozoiților cu diametrul de - µm, cu pseudopode rotunjite și nucleu mare și chisturi cu diametrul de - µm în preparatele LCR native sau colorate Se mai folosesc metode culturale, imunodiagnostic, studii histologice Identificare Trofozoiții amebelor saprofite din LCR sunt foarte asemănători cu macrofagele Trofozoiții Neglerieni sunt concentrați în jurul vaselor de sânge din SNC, asemănând cu melci cu mișcare unidirecțională Când sunt introduse în apă, ele capătă o formă flagelară Cu acanthamoebiasis și perturbator, pe lângă trofozoiți, chisturile sunt detectate în LCR Tripanozomii din LCR apar târziu în boală când apar simptome de implicare a SNC Se examinează un frotiu nativ din sedimentul LCR după centrifugarea acestuia Diapozitivul este vizualizat la mărire mare, începând de la margini, deoarece tripanozomii sunt adesea concentrați de-a lungul marginii toboganului De asemenea, puteți examina un frotiu fix și colorat cu Romanovsky-Giemsa DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Toxoplasma în LCR poate fi găsită la pacienții cu toxoplasmoză acută Examinați preparatul din sedimentul de LCR după centrifugare Când este colorată conform Romanovsky-Giemsa, citoplasma Toxoplasmei devine albastră, iar nucleul devine roșu închis Toxoplasma păstrează forma semilună, un capăt este ascuțit, celălalt este rotunjit, dimensiunile sunt x microni Trichinella în stadiul larvar pătrunde uneori în LCR, în special la pacienții cu trichineloză severă Sedimentul de LCR pentru prezența larvelor de Trichinella este examinat la o mărire mică a microscopului Echinococul sub formă de vezică echinococică se poate dezvolta în orice organe și țesuturi, rareori în sistemul nervos central PARAZIȚII ÎN NODURI LIMFIFICI Obiectele de studiu în ganglionii limfatici măriți în tripanosomiază sunt Trypanosoma spp În unele cazuri, în aspiratul ganglionilor limfatici în leishmanioza viscerală se pot detecta amastigotele Leishmania, dar principala metodă de diagnosticare a leishmaniei viscerale este studiul aspiratelor măduvei osoase Tripanozomi Agenții cauzali ai tripanosomiazei sunt protozoare flagelate În Africa, există două tipuri de tripanosomiază, agenții lor patogeni sunt Trypanosoma brucei gambiense (tripanosomiaza gambiană) și G b rhodesiense (tripanosomiaza rhodesiană), care provoacă formele antroponotice și zoonotice ale tripanosomiazei africane sau, respectiv, boala somnului Purtătorul agentului cauzal al tripanosomiazei africane este musca tsetse În tripanosomiaza africană, agentul patogen infectează ganglionii limfatici, celulele sistemului reticuloendotelial, urmată de diseminarea tripanozomilor cu afectare a sistemului nervos central În Rusia, tripanosomiaza este detectată extrem de rar, sub formă de cazuri importate Diagnosticul de laborator al tripanosomiazei africane se bazează pe studiul aspiratelor ganglionare (tripanosomiaza gambiană) Este posibil să se identifice agenți patogeni ai tripanosomiazei africane (rhodesiane) în sânge, LCR, punctate măduvei osoase Recoltarea probelor se efectuează prin biopsie a ganglionului limfatic Punctul ganglionului limfatic este transferat de la ac la mijlocul lamei de sticlă într-o picătură de soluție salină, acoperită cu o lametă și examinată la mărire x Preparatul trebuie să conțină eritrocite și leucocite Preparatul este privit începând de la periferie până la locuri, deoarece tripanozomii tind să pătrundă până la marginea lamei Un frotiu subțire de la biopsie este fixat și colorat conform Romanovsky-Giemsa Tripanozomii se găsesc sub formă de formațiuni curbate, citoplasma este colorată cu albastru, nucleul și cinetoplasta, situate în apropierea unuia dintre capetele tripanozomului, sunt roșii sau violete Lângă kinetoplast începe un garou, atașat de peretele celular pe toată lungimea sa, cu excepția părții anterioare, care se termină liber În preparatul nativ, tripanozomii atrag atenția cu mișcări viguroase; dimensiunea lor depășește dimensiunea celulelor din biopsie Identificarea tripanozomilor până la specia w este posibilă În preparatele colorate, printre eritrocite, kinetoplaste caracteristice ca formă și dimensiune și DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE formatiuni flagelare Dimensiunile variază între - x , - , microni Principalele elemente ale structurii: miezul este situat în centru: <> la unul din poli se afla un kinetoplast; dacă - - tenia de porc Este posibil să se stabilească faptul că descărcarea completă a cestodelor mari după deparazitare examinând capătul îngust al capului la o mărire mică: ❖ prezența a patru ventuze cu cârlige - carne de porc; fără cârlige - bullish; <> cu două fante (botri) - panglică largă Metoda de decontare Fecalele se pun într-un cilindru și se toarnă cu - volume de apă, se agită până se formează o suspensie omogenă și se lasă să se stabilească timp de - minute; stratul supernatant al lichidului se scurge Procedura se repetă de trei ori și se examinează sedimentul DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Metoda flotarii Folosit pentru a detecta ouăle de helminți Metoda se bazează pe faptul că ouăle de helminți plutesc la suprafața soluțiilor cu o greutate specifică mare (nitrat de amoniu, azotat de sodiu, sulfat de sodiu, clorură de sodiu) Metoda este eficientă numai pentru detectarea ouălor de nematode și cestode, ineficientă pentru detectarea ouălor de trematode Metoda de depunere Pentru căutarea simultană a agenților patogeni ai helmintiazelor și protozoozelor, este recomandabil să se folosească cea mai simplă, mai versatilă și eficientă metodă - precipitarea cu formol-eter Ca reactivi principali se folosesc formol %, eter etilic, preparatele se coloreaza cu solutie de Lugol Metoda de sedimentare detectează eficient invaziile de diferite grade de intensitate Este folosit pentru a detecta ouăle și larvele de helminți intestinali și hepatici, chisturi și oochisturi de protozoare Trofozoiții protozoarelor din reactivii utilizați mor și se deformează rapid, prin urmare nu sunt detectați prin metoda de precipitare Metode microscopice Metodele de cercetare microscopică vizează în principal depistarea stadiilor de propagare a agenților patogeni (ouă, larve, chisturi, oochisturi) Datorită intensității scăzute a invaziei, se recomandă utilizarea metodelor de îmbogățire pentru diagnosticare Rezultatele negative ale studiilor de frotiu nativ nu sunt considerate de încredere Frotiu nativ (proaspăt nepătat) Este o suspensie de fecale într-o picătură de apă, ser fiziologic sau soluție de glicerină % (aceasta din urmă oferă iluminare materială, facilitând detectarea ouălor de helminți și previne uscarea medicamentului) Avantajul metodei este posibilitatea de a depista, pe lângă ouăle de helminți, stadiile vegetative ale protozoarelor (uneori identificarea lor prin natura mișcării) Într-un frotiu nativ, protozoarele intestinale și chisturile sunt incolore, diferă de fundal doar prin refracția luminii Cu toate acestea, este foarte important ca etapele vegetative din preparatul preparat în soluție salină să prezinte mobilitatea caracteristică acestei specii, ceea ce contribuie la depistarea lor Într-un frotiu nativ pot fi recunoscute E histolyiica hematofag, chisturi de ameba și Giardia, ouă și vânatul de helminți La o intensitate scăzută a invaziei, sensibilitatea metodei este insuficientă, prin urmare, studiul materialului folosind metode de îmbogățire trebuie efectuat fără greș Un frotiu nativ tratat cu soluție Lugol este destinat detectării și identificării chisturilor protozoare Pe o lamă de sticlă se prepară două frotiuri native: unul în ser fiziologic, celălalt cu soluție Lugol Dacă există un singur frotiu, acesta este mai întâi examinat într-o formă necolorată pentru a identifica stadiile vegetative mobile ale protozoarelor, apoi se adaugă o picătură de soluție Lugol Cu două frotiuri, unul este examinat pentru prezența stadiilor vegetative de protozoare și ouă de helminți, celălalt este tratat cu soluție de Lugol În acest din urmă caz, o picătură de soluție este aplicată la marginea lamei, în timp ce iodul difuzează în frotiu, colorându-l cu intensitate diferită pe măsură ce pătrunde în diferite părți ale frotiului Avantajul unui frotiu tratat cu soluția Lugol este capacitatea de a detecta cele mai simple detalii morfologice importante în chisturile care sunt invizibile într-un frotiu nativ (necolorat) Metoda frotiului gros fecal conform Kato și Miuri Principiul metodei este studiul unui volum mai mare de fecale pentru ouăle de helminți datorită clarificării frotiului cu un amestec Kato Pe o lamă de sticlă se aplică un bulgăre de fecale de mărimea unui bob de mazăre, acoperit cu celofan înmuiat într-un amestec de Kato DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE cu o placă de urlet, apăsați cu un dop de cauciuc pentru a obține o grosime uniformă a petei Medicamentul este lăsat să se limpezească timp de - de minute la temperatura camerei Frotiul clarificat este microscopat printr-o peliculă de celofan Într-un frotiu gros conform lui Kato, se găsesc ouă de ascaris, tricoceri, anchilostomatide, tenii (D latum etc ), trematode (O fdlneus, F hepatica, D lanceatum etc ) Eficiența metodei de detectare a ouălor de helminți ajunge la % metode de îmbogățire Examinarea probelor de fecale în frotiuri de orice tip nu este întotdeauna suficient de eficientă din cauza numărului scăzut de chisturi sau ouă din materialul de testat, a variabilității excreției lor din intestin și a altor motive Un rezultat negativ al analizei fecalelor pentru protozoare și helminți folosind metoda frotiului nativ nu poate fi considerat de încredere Această împrejurare face necesară reexaminarea pacientului și aplicarea metodelor de îmbogățire Metodele se bazează pe concentrația de ouă și larve de helminți sau chisturi de protozoare în probă datorită separării particulelor de fecale reale și acumulării de obiecte parazitare în preparate Procedura de îmbogățire poate fi aplicată atât fecalelor proaspete, cât și materialelor din lichide conservante Metodele standard sunt: ❖ un frotiu gros de fecale pe o lamă de sticlă sub celofan higroscopic impregnat cu o soluție de glicerol și fenol - metoda Kato și Miuri, a cărei eficacitate este mai mare decât studiul unui frotiu nativ datorită volumului mai mare de fecale examinat, totusi, cazurile de helmintiaza inca nu sunt depistate cu intensitate scazuta, protozoare intestinale; <> precipitare cu formol-eter; ❖ metoda de precipitare acetic-eter; ❖ metoda chimico-sedimentării (folosită rar din cauza intensității muncii) METODE SPECIALE Detectarea ouălor de oxiuri pe pliurile perianale Principiul metodei se bazează pe prelevarea ouălor de oxiuri din zona perianală, depuse acolo de femela în timpul morții sale Pe lângă ouăle de oxiuri, prin această metodă pot fi detectate oncosferele de tenie bovină, rareori larve de acnee intestinală Imprimare perianală pe bandă adezivă (conform lui Graham) Materialul este luat prin atingerea pliurilor perianale cu o bucată de bandă, ouăle de helminți se lipesc de el Banda este lipită de o lamă de sticlă și vizualizată la microscop Înainte de examinare la microscop, ridicați banda și aplicați o picătură de ulei de imersie sub mijloc - acest lucru va îmbunătăți transparența benzii Amprenta perianală pe suprafața lipicioasă a lamelor oculare (metoda lui B E Rabinovich) Setul de cercetare este format din lame de ochi de sticla cu tija, plasate intr-o carcasa; adeziv special din cleol, ulei de ricin, eter și alcool Materialul este luat cu o spatulă de ochi de sticlă acoperită cu adeziv, care este examinată din ambele părți la mărire redusă după ce a fost instalată în caseta suport Metoda este de ori mai sensibilă, mai puțin laborioasă și mult mai ieftină decât metoda benzii adezive Avantajul metodei este confortul pentru personal și pacienți Răzuire perianală conform Kevorkova Potrivit lui Kevorkova, se folosește o spatulă cu un tampon de bumbac; conform lui Torgushin, se folosește o spatulă cu un tampon de bumbac înmuiat în glicerină Aceste metode sunt mai puțin eficiente DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE în comparație cu metodele de cercetare Graham și Rabinowitz, acestea au fost rar folosite în ultimii ani Detectarea larvelor de Strongyloides stercoralis - urticarie intestinală Larvele excretate în fecale sunt detectate folosind termotropismul larvelor - ieșirea lor din fecalele de răcire în mediul (apă) cu o temperatură mai ridicată Aplicați metoda de cercetare a fecalelor după Berman Pentru a efectua acest studiu, medicul curant în direcția laboratorului trebuie să indice ce fel de helmintiază este suspectată la pacient Eficiența unui singur studiu prin această metodă este de - % și crește cu studii repetate (cel puțin trei) Protozoare Precipitarea cu formalină cu eter este metoda standard pentru detectarea chisturilor de protozoare (oochisturi) în probele fecale În acest caz, trofozoiții mor și nu sunt detectați Depozitarea temporară a probelor în conservanți standard nu reduce eficiența detectării chistului Trofozoiții pot fi detectați într-un frotiu nativ, în principal în probe, al căror studiu se efectuează imediat după luare În ceea ce privește chisturile Giardia, sensibilitatea unei singure examinări prin precipitare cu formol-eter este de aproximativ %, o examinare de trei ori crește sensibilitatea metodei la - % Pentru identificarea protozoarelor intestinale sunt necesare cel puțin examinări cu un interval de câteva zile Unele tipuri de protozoare sunt detectate folosind pete speciale, de exemplu, conform Ziehl-Neelsen, safranina (criptosporidium, ciclospori) Locuitorii intestinelor aparțin uneia dintre cele grupe: amebe, flagelate, ciliate și coccidii dizenteria amibei Entamoeba histolytica este agentul cauzal al celei mai importante infecții intestinale, dizenteria amibiană (amebiaza) Este localizat în intestinul gros, excretat sub formă de trofozoit (cu fecale lichide) și/sau chisturi (în fecale modelate) Deoarece majoritatea speciilor de amibe găsite în intestine sunt nepatogene, trebuie avută mare grijă în diagnosticul de laborator Trofozoiții amibelor de dizenterie din preparatul nativ au o culoare verzuie, datorită refracției luminii strălucesc, diametrul lor poate fi diferit - de la la de microni Cel mai important semn de diagnostic al amebiazei (dizenteria amibiană) este detectarea trofozoiților cu eritrocite absorbite de aceștia - hematofage, precum și mișcarea caracteristică unidirecțională a trofozoiților în preparatul nativ În toate celelalte cazuri, detectarea trofozoitelor asemănătoare E Aigo/uy'sa care nu conțin eritrocite nu constituie o bază pentru diagnosticul amebiazei ca boală Acest lucru se aplică în egală măsură cazurilor de detectare doar a chisturilor de E histolytica, ceea ce este tipic pentru purtătorii de chisturi sau convalescenți În acest sens, diferențierea trofozoiților și a chisturilor de E histolytica de alte specii de amibe care trăiesc în intestin este de o importanță deosebită Trofozoiții de amibe diferă prin prezența sau absența cromatinei periferice în nucleu Trofozoiții E histolytica au cromatina nucleară periferică, un cariozom mic în nucleu, citoplasmă cu granulație fină în care bacteriile sunt absente și celulele roșii din sânge pot fi prezente sau nu Trofozoiții amibelor nepatogene Entamoeba coli și Entamoeba hartmannl, precum și ameba dizenterică, au cromatina nucleară periferică, totuși, în E coli citoplasma are o granularitate grosieră, bacterii și drojdii se găsesc în ea, care nu se găsesc niciodată în ea citoplasma amibei dizenterice În citoplasma trofozoitului E hartmanni poate conține eritrocite înghițite DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE tu, totuși, dimensiunea trofozoiților este de - microni în timp ce în amiba dizenterică - - microni Ameba nepatogene Endolimax papa, lodamoeba butschlii și Dientamoeba fragilis nu au cromatină periferică în nucleul trofozoitului, au un diametru mai mic (până la µm) și un cariozom mare în nucleu Peste % dintre trofozoiții D fragilis au nuclei Diferențierea și identificarea trofozoiților de E histolyticd se realizează folosind preparate umede (native), concentrându-se pe natura mișcării lor (unidirecționale), prezența trofozoiților eritrocitari în citoplasmă Pentru o identificare mai precisă a trofozoiților și a chisturilor, se efectuează colorarea rapidă a preparatelor cu albastru de metilen tamponat, precum și colorarea preparatelor permanente cu colorant tricrom sau hematoxilină de fier conform Heidenhain Giardia (Sinonim Lamblia intestinalis - Giardia lambbd) - singura dintre celelalte specii care trăiește în intestinele flagelatelor, provocând simptome de boli gastrointestinale la om, în principal diaree, dispepsie, dureri abdominale, mai ales la copiii infectați inițial Aceasta este o protozooză intestinală comună, care în unele regiuni infectează până la % dintre copiii care caută ajutor medical cu simptome ale unei boli a tractului gastrointestinal Trofozoiții Giardia au perechi de flageli; aceștia trebuie diferențiați de Pentatrichomonas (Trichomonas) hominis Chisturile Giardia sunt de formă ovală cu - nuclei și mai multe axoneme dispuse longitudinal Dimensiunile chisturilor sunt de - x - microni Trofozoiții Giardia sunt detectați într-un frotiu nativ și se disting prin mișcarea lor caracteristică (ca o frunză care căde, oscilând înainte și înapoi), prezența flagelilor Dimensiunea trofozoitului este de - microni Pentru a studia structura chisturilor, preparatul nativ este tratat cu soluție Lugol În unele cazuri, frotiurile sunt colorate cu tricrom pentru diferențierea detaliată Balantidia Balantidium coli este singurul membru patogen al grupului ciliar Oamenii se îmbolnăvesc rar de balantidia, fiind infectați în principal de la porci Agentul cauzal se găsește în fecale sub formă de trofozoiți sau chisturi Trofozoiții sunt mari, - x - microni, foarte mobili, vizibili clar în preparate cu ser fiziologic la mărire mică Sunt acoperite cu peri scurti (cili), au un macro- și micronucleu Nesustenabil în mediul înconjurător este necesar să se examineze cât mai curând materiile fecale Diametrul chisturilor este de - microni Cryptosporidium Cryptosporidium spp - cel mai important reprezentant al coccidiilor intestinale Cryptosporidium parvitum provoacă diaree la copiii sub ani, dar importanța sa a crescut de multe ori ca agent cauzator al infecției criptosporidiozei asociate SIDA Cryptosporidiumul se dezvoltă în vilozitățile epiteliului intestinal, situate într-o vacuola specială Metoda de cercetare - detectarea oochisturilor colorate într-un frotiu fix de fecale Un frotiu de fecale este uscat în aer, fixat într-un amestec Nikiforov timp de - minute sau peste o flacără a arzătorului și colorat conform Ziehl-Neelsen Oochisturile Cryptosporidium sunt rotunde, - µm în diametru și colorate în diferite nuanțe de roșu aprins Microflora însoțitoare devine verde O trăsătură caracteristică a oochisturilor cryptosporidium este prezența granulelor negre în interior Picăturile de substanțe asemănătoare grăsimilor, granulele de detritus pot, de asemenea, să se înroșească Chiar și cu o similitudine aleatorie în dimensiune, aceste formațiuni pot fi distinse de oochisturi prin absența unei membrane distincte și a conținutului structurat În cazuri îndoielnice, modificarea culorii conform DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Zielu-Nielsen - reduce concentrația de verde de malachit, care facilitează identificarea speciilor de oochisturi de Cryptosporiâium spp , Cyclospora caetan&isis, isospora belii În ultimii ani s-a folosit colorarea - > cu o soluție apoasă de safranină sau % albastru de metilen Aceste metode sunt mai fiabile, mai simple și necesită mai puțin timp în comparație cu metoda de colorare Ziehl-Neelsen Isospora Isospora este agentul cauzal al isosporozei, o infecție cu protozoare a cărei importanță în patologia umană a început să crească în legătură cu epidemia HIV/CIIID Oochisturile Isospora belii pot fi găsite în preparate native sau în preparate preparate din nămolul fecal obținut prin precipitarea cu formalină eter Când frotiul este tratat cu o soluție de iod, nucleii de oochist sunt bine colorați Oochisturile I belii au formă ovală, x µm, cu o masă nedivizată de citoplasmă în centru Ciclospor Cyclospora este agentul cauzal al ciclosporozei, relevanța acestei infecții cu protozoare este în creștere din cauza epidemiei de HIV/SIDA În preparatele native, în oochistele de Cyclospora caetanensis, la mărire mică, sunt vizibile clar numeroși corpuri sferici, iar la mărire mare, câte sporochisturi cu câte sporozoiți În preparatele colorate cu Ziehl-Neelsen, oochisturile pot fi incolore sau colorate cu intensitate diferită Această proprietate, precum și dimensiunea lor mai mare ( - µm), sunt caracteristici distinctive în comparație cu oochisturile criptosporidiene Helminți Fecalele pot conține ouă și/sau larve ale multor specii de helminți aparținând la trei clase: nematode, cestode și flukes Pentru detectare, cel mai des este utilizată metoda universală de precipitare cu formol-eter, care vă permite să identificați simultan chisturile și oochisturile protozoarelor Nematode Nematodele intestinale aparțin în cea mai mare parte grupului geohelminților, stadiile lor de propagare (ouă, larve) devin invazive numai după ce se află în sol, excepție fac oxiuri, ale căror ouă devin invazive la - ore după depunerea lor de către femela pe perianal zone Larvele de acnee intestinală sunt deja invazive în intestin, ca urmare, se pot dezvolta forme diseminate de strongiloidiază odată cu pătrunderea larvelor în diferite organe și țesuturi Diagnosticul de laborator al nematozilor se bazează pe detectarea ouălor și/sau a larvelor în preparate din fecale sau în răzuire (amprenturi) perianale în enterobiază Se realizează identificarea ouălor de ascaris, tricocelor, anchilostomatidelor, trichosirongilidelor, oxiurilor și larvelor de acnee intestinală, concentrându-se pe experiență, atlase și cărți de referință Unele dificultăți pot prezenta identificarea ouălor fecundate și nefertilizate de Ascaris lumbricoides Primele au formă ovală sau rotundă, acoperite cu o membrană groasă exterioară multistratificată festonată, colorată cu pigmenți fecale în galben închis sau maro: cele din urmă au formă alungită, acoperite cu o membrană aspră cu scoici neuniformi, mai transparente decât fertilizate cele (celule mari de galbenus sunt vizibile) Prezența doar a ouălor nefertilizate în preparat indică o intensitate scăzută a invaziei (absența masculilor) Trebuie avut în vedere faptul că DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE ouăle de Ancylosloma duodenale și Necator americanus nu se pot distinge din punct de vedere morfologic, de aceea, atunci când sunt depistate, trebuie scris: "Ouă de vierme sau Ancylostomatidea g spp >> Nematodozele de natură zoonotică - toxocariaza, anisakiaza, trichineloza, dirofilariaza - sunt diagnosticate prin metode imunologice și histologice Cestode Cestozii sunt biohelminți; animalele participă la ciclul lor de viață Pentru majoritatea cestodelor, o persoană este gazda finală (adulții parazitează), pentru echinococi este o gazdă intermediară (parazitează în stadiul larvar) Stadiile adulte ale cestodelor produc ouă (stadiile diagnostice), prezența stadiilor larvare ale echinococilor este apreciată de rezultatele unui studiu imunologic Detectarea ouălor de T saginatus și H papa crește semnificativ cu o combinație de metode de îmbogățire conform Kalantaryan și un frotiu gros conform Kato D latum produce atât de multe ouă încât sunt detectate în mod fiabil într-un frotiu nativ Se realizează identificarea ouălor de cestode (tenie - Hymenolepis papa, Taeaia solium, Taeniarhynchus saginatus și tenie lată - biphyllobothrium latum), cu accent pe caracteristicile morfologice Trebuie avut în vedere faptul că oncosferele de T solium și T saginatus sunt morfologic indistinguibile, atunci când sunt depistate trebuie scris: "S-au găsit oncosferele taeniidelor sau Taeniidae spp " Când sunt infestați cu o tenie pigmeu, helminții se pot înmulți în intestinul uman fără a intra în mediu, în special la persoanele cu imunitate redusă Trematode Trematodele sunt biohelminți, pentru ei o persoană este singura gazdă definitivă (schistozomi) sau una dintre gazdele definitive alături de animale (opisthorch, fasciola etc ) Toate tipurile de trematode care parazitează în corpul uman produc ouă care sunt excretate în fecale (excepția este Schistosoma haematobium, ale cărui ouă sunt excretate prin urină) Datorită intensității scăzute a invaziilor trematode, se recomandă întotdeauna utilizarea metodei de îmbogățire cu formol-eter sau a metodei Kato De asemenea, trebuie avută în vedere o caracteristică importantă a diagnosticului de trematodoză: în stadiul acut de invazie, care poate dura câteva săptămâni sau luni, paraziții nu produc ouă și coproovoscopia este inutilă în acest moment Prezența agentului patogen în stadiul acut nu poate fi stabilită decât indirect, prin metode imunologice Caracteristicile morfologice ale ouălor de trematode sunt prezentate în tabel - care prezintă, de asemenea, trăsăturile distinctive ale ouălor similare morfologic de Opistorch, Metagonim și Clonorch Ouăle de Fasciola hepatica și Vicrocelium lanceatum pot fi "de tranzit" (au fost în ficatul mâncat de bovine sau de oi), pentru a exclude un diagnostic fals, studiul fecalelor trebuie repetat după câteva zile, excluzând crud sau prost prelucrat termic ficat din dieta pacientului PARAZIȚII ÎN CONȚINUTUL DUODENAL În conținutul duodenal se găsesc ouă de helminți parazitând în ficat - O fehncus, D lanceatum, C sinensis, F hepatica, larve de S sterc-oralis, oochisturi - Isospora belii, Cryptosporidium spp , Giardia trophozoites Conținutul obținut în timpul sondajului duodenal trebuie supus unui examen microscopic imediat, deoarece după de minute compoziția sa se modifică Pentru cercetare, conținutul duodenal este turnat în vase Petri și microscopat la o mărire mică Apoi fiecare porțiune din conținutul duodenal este combinată cu o cantitate egală de eter, agitând amestecul DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE yut si centrifuga Supernatantul este aruncat, iar precipitatul este plasat pe o lamă de sticlă și vizualizat la microscop În frotiurile native, puteți vedea un număr crescut de celule epiteliale ale căilor biliare, leucocite precum și pentru depistarea eozinofilelor (dovezi de colangită acută sau cronică sau colecistită de etiologie parazitară), trofozoiți de Giardia, ouă și larve de helminți Pe lângă preparatele native, frotiurile colorate pot fi examinate pentru a detecta oochisturile isospore și cryptosporidium Cel mai frecvent utilizat este colorația Ziehl-Neelsen modificată PARAZIȚI ÎN URINĂ Urina normală este galbenă pai și limpede Pentru diagnosticarea multor leziuni parazitare ale sistemului urinar, este importantă o schimbare a culorii și a transparenței urinei În urină se pot găsi ouă de schistozomi (Schistosoma haemaiobium) și dioctofime (Dioctophyme renale), ocazional - trofozoiți de Trichomonas vaginalis, chisturi de Entamoeba histolytica, microfilaria Wuchcreria bancrofti și Onchocerca volvulus Trebuie avut în vedere faptul că unele tipuri de protozoare găsite în probele de urină pot fi rezultatul contaminării cu fecale sau secreții vaginale Larvele de acid uric cu viață liberă se dezvoltă adesea în recipiente din băuturi care conțin acid carbonic și zaharuri care sunt mobile și capabile să capteze leucocitele și eritrocitele în urină Aceste obiecte, care nu au legătură cu bolile parazitare, atrag atenția specialiștilor de laborator, cel mai adesea sunt confundate cu larve de acnee intestinală Pentru a le exclude ca cauze ale leziunilor sistemului urinar, trebuie efectuată o analiză repetată a unei probe de urină prelevate steril Semne nespecifice de botezie parazitară în sedimentul urinar se observă cu următoarele parazitoze: malarie, schistosomiază urogenitală și filarioză limfatică, dioctofimoză În malaria tropicală complicată (hemoliză acută și febră hemoglobinurică), se pot depista un conținut de proteine crescut, eritrocite nemodificate sau levigate, ghips granulare și hialine, se detectează și albuminurie, urobilinurie, bilirubinurie În urină se găsesc bulgări și mase fărâmicioase galbene de hemoglobină amorfă, oxihemoglobină, methemoglobină Cu schistosomiaza urogenitală, se observă adesea eozinofilurie, în care până la - % dintre eozinofile pot fi găsite în sedimentul urinar, iar numărul lor în urină este întotdeauna mai mare decât în sânge Filariaza limfatică este adesea însoțită de chilurie, urina devine "grasă", tulbure, opalescentă, asemănătoare cu laptele În vas, urina colectată este împărțită în trei straturi: cel superior este chil lăptos, cel din mijloc este urină decolorată cu cheaguri și detritus, cel inferior este sediment celular Dioctofimoza se caracterizează prin hematurie, oligurie, anurie, piurie, rezistentă la metodele convenționale de terapie Pentru cercetarea schistosomiazei urogenitale, urina este colectată în perioada celei mai mari activități a subiectului Ca probă pentru studiu, se folosește ultima porțiune din my ii cu un volum de până la ml Numărul de ouă de S haematobium dintr-o probă de urină crește după efort asupra mușchilor abdominali, care acționează asupra peretelui vezicii urinare, stimulează eliberarea ouălor de S haematobium în lumenul vezicii urinare și crește probabilitatea detectării acestora Examinați doar o porțiune proaspătă de urină În cazurile în care acest lucru nu este posibil, se recomandă adăugarea în urină a conservanților care contribuie la conservarea pe termen lung a ouălor de haematobium (câteva zile) Cel mai simplu și mai accesibil conservant este formalina, a cărei concentrație, după ce a fost adăugată în urină, ar trebui să fie DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE în limita a % Colectarea probelor pentru a detecta agentul cauzal al dioctofimozei se efectuează în mod obișnuit Două metode sunt folosite pentru a detecta ouăle sau larvele de helminți în urină: aspirația și filtrarea • Metoda de precipitare este mai puțin sensibilă, dar mai ieftină și mai ușor de realizat Probele de urină sunt centrifugate și preparatele sunt preparate din sedimentul de pe lamele Preparatele sunt examinate sub formă nativă sau colorată • Metoda de filtrare, datorită sensibilității sale mari, este utilizată pentru cuantificarea invaziei La filtrarea urinei, ouăle și larvele nu trec prin filtru Schistosomiaza urogenitală Infecția apare atunci când larvele, cercaria, pătrund în piele și membranele mucoase ale rezervoarelor de apă dulce din apă În corpul uman, schistozomii parazitează în venele vezicii urinare, ouăle de helminți sunt excretate prin urină, având o formă ovală alungită, de până la de microni, cu un vârf mare la unul dintre poli Dioctofimoza O boală parazitară rară și severă Infecția are loc prin ingestia accidentală a gazdelor intermediare - viermi oligocheți În corpul uman, de obicei în rinichiul drept, se dezvoltă un exemplar mare de helmint (până la m lungime, până la cm grosime), ducând la modificări ireversibile În urină se depistează ouă de formă elipsoidă, de culoare maro, cu coajă groasă, acoperită cu amprente, la poli sunt capace, dimensiunea ouălor este de - x - microni Sputa PARAZITI Sputa este o secreție a căilor respiratorii: plămâni, bronhii, trahee, laringe, se eliberează la tuse sau expectorație Mucusul din gât sau saliva este de obicei amestecat cu spută, de aceea este foarte important să colectați spută corect În spută se găsesc chisturi de Pneumocystis cătinii, ouă de Paragonimus westermani, larve de Strongyloidcs stercoralis (cu yaoidoză puternică diseminată) În unele cazuri, odată cu formarea unui chist echinococic în plămân, este posibil să se detecteze membrana și conținutul chistului (scolexuri și cârlige ale vezicii echinococice) Trofozoiți de amibe (A canthamoeba spp aerophylus (amintește de ouăle de viermi bici) Cu pneumocistoză, sputa este vâscoasă, cu mult mucus, cenușiu sticloasă Odată cu paragonimiaza și în faza migratorie a ascariazei, sputa devine lichidă datorită prezenței lichidului seros În cazurile de curs prelungit al paragonimiazei, sputa capătă o culoare maro închis și o consistență cremoasă Odată cu dezvoltarea unui abces pulmonar amebian, poate exista puroi în spută În unele cazuri (cu ascariază, toxocariază, strongiloidiază), eozinofile, cristale Charcot-Leiden, spirale Kurshman se găsesc în spută DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Sputa proaspăt izolată este colectată într-un vas curat și uscat, cel mai adesea într-un vas Petri Este mai bine să colectați spută dimineața pe stomacul gol, de preferință înainte de mese Clătiți-vă bine gura înainte de a colecta spută In caz de dificultate in obtinerea sputei se folosesc inhalatii cu abur sau cu ultrasunete Sunt indicate în special în studiul sputei pentru prezența pneumocystis În aceste cazuri, pacientul trebuie avertizat cu privire la indezirabilitatea utilizării pastelor de dinți, deoarece conservanții incluși în acestea din urmă împiedică o bună colorare a preparatelor de spută Pentru a detecta pneumochisturile, sputa trebuie examinată imediat, în cazuri extreme după - ore, în timp ce o puneți într-un frigider la ° C, deoarece flora bacteriană se dezvoltă rapid în spută și elementele celulare sunt distruse Material pentru cercetarea prezenței pneumochisturilor este de dorit să se obțină prin metoda lavajului bronhoalveolar În timpul bronhoscopiei, după ce bronhoscopul este instalat la gura uneia dintre bronhiile subsegmentare, o soluție salină caldă este instilată în părțile distale ale arborelui bronșic, urmată de aspirația acesteia Aspiratul poate fi împărțit în porțiuni: bronșică, bronhoalveolară și alveolară Aspiratul rezultat (lichidul de lavaj) se recomandă, de asemenea, să fie examinat imediat Există două moduri de a salva temporar materialul: <> lichidul de spălare se toarnă într-un vas care stă în gheață cu ml de soluție Hanks (comercială; pH = , + , ); o lichidul de spălare este răcit la °C după care poate fi folosit pentru cercetări suplimentare pentru ceva timp Sputa este turnată în vase Petri într-un strat subțire, examinată pe un fundal deschis și negru Particulele sunt prelevate din formațiunile "ruginite", resturi de țesut și altele asemenea pe o lamă de sticlă, îndreptate cu grijă cu un ac de disecție, acoperite cu o lamă și vizualizate la microscop Cu un conținut ridicat de puroi și mucus, sputa este amestecată cu un volum egal de % sifon sau , % KOH sau soluție NaOH se amestecă, se agită minute, se pune într-un termostat sau într-o baie de apă timp de minute, se centrifughează - minute la viteza de - rpm; se prepară un preparat din sediment și se examinează la microscop Efectuați studii parazitologice macroscopice (pentru a studia proprietățile fizice ale sputei) și microscopice Pentru examinarea microscopică, este necesară vizualizarea sputei folosind o metodă de frotiu nativ Pentru a identifica pneumochisturile, sputa este supusă unor metode specifice de colorare Petele de screening sunt de obicei folosite pentru a vedea conținutul unui chist cu nuclee (așa-numitele corpi intrachistici), dar nu dezvăluie peretele celular al pneumocistului Acestea includ colorarea conform Romanovsky-Giemsa, hematoxilină-eozină, conform lui Wright Pentru verificarea finală a pneumocisturilor se folosesc reactivi de colorare complecși, în mai multe etape, care necesită adesea scumpi: colorare cu albastru de toluidină, argint Gomory-Grocott, violet de cresil Cu ajutorul lor, peretele celular al chisturilor Pneumocystis cătinii este clar vizualizat PARAZIȚII CATULUI URINAR DESCARCABLE Tpі homonas vaginalis, Trichomonas este singurul protozoar care trăiește în tractul genito-urinar Trichomonas vaginalis provoacă trichomonază acută sau cronică la unele persoane infectate T vaginalis este un protozoar flagelar, de formă caracteristică ovală sau în formă de pară Dimensiunea trofozoitului este de - x - microni, are - flageli, o membrană ondulată este situată de-a lungul marginii corpului, ajungând DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLILOR PARAZITARE aproximativ la pilaful corpului Nucleul este unul, situat în partea din față a corpului Parazitul se reproduce prin simpla diviziune, nu formeaza chisturi Examinarea pentru prezența acestui subiect cel mai simplu la descărcare din uretra, canalul cervical, vagin, secreție prostatică, conținutul pasajelor parauretrale, glandele Bartholin Diagnosticul de laborator se bazează pe microscopia preparatelor umede native din exsudatele genitale sau sedimentele urinare pentru prezența trofozoiților mobili, precum și a preparatelor colorate În materialul proaspăt, trofozoiții sunt clar vizibili, mișcându-se cu mișcări "nervose", zvâcniri sau sărituri Sensibilitatea acestei metode ajunge la - %, specificitatea este ridicată - până la % Eficacitatea detectării trichomonasului este influențată de luarea corectă din punct de vedere tehnic a materialului și de vizualizarea în timp util a acestuia Evacuările colectate din uretră, vagin, col uterin sunt transferate într-o picătură de soluție salină caldă sau introduse într-o eprubetă care conține ml dintr-o astfel de soluție Centrifugați tubul timp de minute Supernatantul este îndepărtat cu o pipetă, din sediment se prepară frotiuri native sau colorate Vizualizarea medicamentelor native se realizează cel mai adesea prin metoda picăturii zdrobite-suspensie și mai rar prin metoda picăturii suspendate Pe lângă preparatele preparate din material proaspăt, se prepară preparate permanente fixate și colorate Frotiurile se fixează în amestecul lui Nikiforov timp de - minute și se colorează prin diferite metode În preparatele colorate cu hematoxilină de fier, conform Romanovsky-Giemsa, acridină portocalie sau tricrom, trofozoiții sunt ușor de recunoscut datorită prezenței flagelilor și a unei membrane scurte ondulate Microscopia preparatelor colorate este o metodă simplă și ieftină care nu necesită examinare imediată, echipament special, dar specificitatea și sensibilitatea sa sunt scăzute Reexaminări utile În preparatele native, Trichomonas ar trebui să fie diferențiat de flagelații liberi care intră în preparat din apă sau din vase contaminate Aceste flagelate saprofite au doar flageli și se mișcă în linie dreaptă În preparatele colorate de irichomonade vaginale, membrana, nucleul, citoplasma, blefaroplastul și flagelii sunt clar vizibile Metoda culturală este cea mai sensibilă, specifică, dar și cea mai scumpă metodă Trichomonas vaginalis crește bine pe medii nutritive artificiale care conțin antibiotice pentru a suprima creșterea microflorei asociate Materialul trebuie luat cu o sondă sterilă sau o ansă bacteriană Examinarea microscopică a culturilor și identificarea T vaginalis trebuie efectuată în a - -a zi Deoarece durata dezvoltării Trichomonas în cultură depinde de mărimea dozei de însămânțare, după studiu se stabilește un rezultat negativ în ziua - și - de semănat Din sedimentul de fund se prepară un preparat nativ pentru microscopie PARAZIȚI ÎN BIOPS DE ȚESUT Se prelevează probe de biopsie din țesuturi sănătoase sau alterate patologic pentru a detecta protozoare parazitare și ouă sau larve de helminți din acestea TĂIEREA PIELELOR PENTRU MICROFILARIA Onchocerca volvulus și altele se obțin cu un ac și un bisturiu sau o lamă de ras Principiul metodei este detectarea microfilariilor care ies dintr-o probă de biopsie plasată în soluție salină DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE Zona pielii de examinat este tratată cu alcool sau eter, după evaporarea acestora, se introduce un ac subțire steril I pe orizontală superficial și pielea este ridicată deasupra acului Tăiați o bucată de piele, ridicată cu un ac, cu un bisturiu ascuțit, ținând-o orizontal și mișcând-o împotriva acului Cu o procedură corect efectuată se obține o bucată de aproximativ mm, fără urme de sânge Apoi puneți biopsia într-o picătură de soluție salină pe o lamă de sticlă Examinați preparatul la microscop (cu mărire mică) pentru prezența microfilariilor mobile vii imediat după prepararea preparatului Microfilariile încep să părăsească specimenul de biopsie imediat, după de minute aproximativ % îl părăsesc, iar după o oră aproape tot ce se afla în specimenul de biopsie Dacă specimenul de biopsie este cântărit pe o cântar de torsiune imediat după obținere, intensitatea invaziei poate fi determinată într-o oră (numărul de microfilarii în mg de piele) Cu un număr foarte mare de microfilarii, pentru a facilita numărarea, preparatul se deshidratează prin adăugarea unei picături de formol BIOPSTAT DE INFILTRAT CUTAN, LEISHMANIOM PENTRU PREZENTA AMATIGOT DERMATOTROPIC LEISHMANIA Agenții cauzali sunt Leishmunia tropica (forma antroponotică a leishmaniozei cutanate) și Leishmania major (forma zoonotică a leishmaniozei cutanate) Efectuați microscopia celulelor infiltratului marginal din jurul ulcerului pentru prezența Leishmania în macrofage sau în afara acestora Biopsia trebuie obținută cu o cantitate minimă de sânge și un număr maxim de macrofage Pentru aceasta, locul crestei infiltrative este anemizat prin strângerea cu două degete de la mâna stângă sau cu penseta, făcând o incizie cu un ascuțit bisturiu și răzuind o bucată de țesut O biopsie poate fi obținută mușcând o bucată de țesut cu penseta sau introduceți un ac dentar steril cu o crestătură în infiltrat și rotiți-l în țesutul infiltratului, apoi îndepărtați-l împreună cu materialul capturat Proba de biopsie, împreună cu lichidul sanguin, este transferată pe o lamă de sticlă, frotiul rezultat este unt, fixat, colorat conform Romanovsky-Giemsa și examinat cu un sistem de imersie, ca în studiul unui frotiu de măduvă osoasă BIOPTAT MUSCULAR PENTRU PREZENTA TRIHINELEI (METODA AUXILIARĂ) Detectarea larvelor de Trichinella încapsulate sau vii în mușchi se realizează prin metoda compresiei sau metoda digestiei Procedura pentru prepararea și studiul medicamentelor Pentru a studia metoda de compresie, se face o mică biopsie a mușchiului deltoid, biceps sau gastrocnemius, se fac cel puțin de secțiuni de-a lungul fibrelor musculare, secțiunea este strânsă între două plăci de sticlă și examinată la microscop la mărire mică În caz de inazie intensivă, în preparat se găsesc larve de Trichinella; cu o intensitate redusă a invaziei se impune studiul unui număr mare de tronsoane ( - ) Dimensiunea larvelor este de , - , mm BIOPSIA DE TESUT PENTRU CISTICERCA Cu genioza, pacientul poate dezvolta cistiercoză - parazitism în organe și țesuturi (ochi, conjunctivă, creier, țesut subcutanat, mușchi) din stadiul larvar al teniei - Taeta solium O biopsie tisulară (de exemplu, un nod subcutanat) este îndepărtată cu ace de disecție pentru a izola o veziculă albicioasă de , - , cm în diametru - un cisticerc Se zdrobește între două lame de sticlă și se examinează la microscop Prezența unui scolex cu ventuze și o corolă de cârlige în veziculă confirmă diagnosticul de cisticercoză Dacă cisticercul este impregnat cu var, pentru a detecta capul, acesta trebuie mai întâi decalcificat într-o soluție de acid azotic % timp de oră DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE BIOPSTATE DIN tractul gastrointestinal superior În ele pot fi găsite larve de Anisakidae spp , care pătrund în țesuturile mucoase și mai profunde ale cavității bucale, esofag, stomac (uneori în părțile mai distale ale tractului gastrointestinal) Dimensiunea larvelor este de , x - cm În jurul larvei se formează rapid un granulom, în unele cazuri invazia fiind complicată de flegmon STUDIUL CONȚINUTULUI CHISTULUI Materialul se obține în timpul intervențiilor chirurgicale și se examinează dacă se suspectează echinococoza Semnele diagnostice ale echinococozei sunt structura stratificată a peretelui chistului, detectarea scolexurilor și cârligelor de echinococ în lichidul chistului STUDIUL CONȚINUTULUI ABSCESULUI O complicație a amoebiazei intestinale este dezvoltarea leziunilor extraintestinale și, în special, a abcesului amibian (de obicei ficatul, plămânii) Agenții patogeni de amibiază nu sunt detectați în conținutul unui abces amebian Conținutul este un detritus celular de consistență cremoasă, maro închis sau gri O complicație a fasciolozei este dezvoltarea abcesului fascioliei În conținutul abcesului pot fi găsite ouă de E hepatica, cristale Charcot-Leiden STUDIUL HELMINTILOR EXTRAS DE SUB PIELEA SI MUCOSA, INCLUSIV ORGANIZAREA VIZURII Agentul cauzal este nematodul Dirofilaria repens, ale cărui gazde principale sunt câinii, purtătorii sunt țânțarii Cazuri locale de infecție cu dirofilariază sunt înregistrate în Rusia Indivizii singuri imaturi se dezvoltă sub piele și membranele mucoase (adesea în organul vederii) Trăsăturile caracteristice ale helminților sunt culoarea albă, structură rigidă care seamănă cu o fir de pescuit sau coarda de vioară, lungimea de până la cm, grosimea - mm Examenul microscopic evidențiază striarea longitudinală a corpului helmintului și a coloanelor cuticulare METODE DE IMUNODAGNOSTICĂ A BOLILOR PARAZITARE Metodele de diagnosticare imunologică se referă la metode indirecte și se bazează pe detectarea antigenelor agenților patogeni sau a anticorpilor produși împotriva antigenilor agenților patogeni Aceste metode în parazitologia clinică devin din ce în ce mai importante Necesitatea utilizării metodelor imunologice apare atunci când este imposibil să se obțină material pentru microscopie prin metode neinvazive pe parcursul întregului curs de infecție/invazie (toxoplasmoză, amebiază extraintestinală, trichineloză, toxocaroză, echinococoză, cisticercoză, paragonimia larvară) sau în cazul acute faza, cand nu au aparut inca stadiile de diagnostic ale agentilor patogeni (opistorhiaza, paragonimiaza pulmonara, fascioliaza) Uneori se folosesc metode imunologice pe lângă cele parazitologice, dacă sensibilitatea acestora din urmă în faza cronică este insuficientă din cauza intensității scăzute a infecției/invaziei (tripanosomiază, criptosporidioză, strongiloidioză, schistosomiază) Când se analizează și se interpretează rezultatele diagnosticelor serologice, ar trebui să se țină cont de fenomenul de incubație imunologică, adică de apariția anticorpilor sau de formarea unei reacții a pielii la antigenele paraziților numai după o anumită perioadă de latentă, în care anticorpii nu sunt încă detectat prin metoda utilizată, iar testul cutanat nu a devenit încă pozitiv Ar trebui amintit DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE firul este și despre posibilitatea unor reacții serologice încrucișate în anumite boli parazitare (toxocariază, opistorhiază etc ) TOXOPLASMOZA Pentru diagnosticul de laborator al acestei infecții cu protozoare larg răspândite, se utilizează o gamă foarte largă de metode imunologice: un test cutanat cu toxoplasmină RSK, RIGA, NRIF, ELISA, precum și reacția originală cu un colorant (reacția Sabin-Feldman) În ultimii ani, poziția de lider în imunodiagnosticul toxoplasmozei a fost ocupată de NRIF în variantă semi-cantitativă (titru IgG) și ELISA în variantă cantitativă (IgG și IgM, în UI/ml) Interpretarea rezultatelor este prezentată în tabel - Tabelul - Interpretarea rezultatelor unei examinări imunologice a unui pacient pentru infecția cu toxoplasmă (conform lui Lysenko A Ya , ) Metoda de cercetare Interpretarea rezultatelor Testare serologică pentru IgG antitoxoplasmă Titruri scăzute (concentrație scăzută, în UI / µl) Purtător de toxoplasmă sau infecție cronică subclinică Titruri mari (valori mari, în UI/µl) Infecție acută, manifestări clinice datorate toxoplasmozei Testare serologică pentru antitoxoplasmă IgM Pozitiv la nou-născut Toxoplasmoza congenitală Pozitiv la copii și adulți Infecție cu toxoplasmă proaspătă sau recidivă AMEBIAZA EXTRAINTESTINALA Aplicați sistemele de testare NRIF și ELISA Giardioza Un sistem de testare ELISA este utilizat pentru a determina anticorpii împotriva Giardia Are o importanță auxiliară în măsurile anti-epidemice în masă În ultimii ani, s-a folosit o metodă imunocromatografică pentru determinarea antigenului Giardia în fecale Sensibilitatea acestei metode este mare, dar scade la examinarea probelor de fecale care au fost depozitate într-un conservant înainte de testare TOXOCAROZA Un sistem de testare ELISA este utilizat pentru a determina anticorpii împotriva larvelor de toxocar Este principala metodă de diagnosticare a toxocarozei TRICHINOZA Un sistem de testare ELISA este utilizat pentru a determina anticorpii împotriva larvelor de Trichinella Este principala metodă de diagnosticare a trichinelozei, PIST RX Sistemele de testare imunoenzimatică sunt utilizate pentru a determina anticorpii împotriva agenților patogeni de opistorhiază Este o metodă de diagnosticare a fazei acute a invaziei, cu o durată de până la , luni Pe viitor, diagnosticul poate fi pus prin examen coproovoscopic ECINOCOCCOZA Sistemele de testare ELISA sunt utilizate pentru a detecta anticorpi la Echinococcus multilocidaris, precum și IEF și RSK cu antigen E granulosus liofilizat Este principala metodă de diagnosticare, este necesar să se compare rezultatele sale cu metode instrumentale pentru studiul neoplasmului, precum și examinarea parazitologică a conținutului chistului echinococic, semi DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE chennoy în timpul intervenției chirurgicale Este imposibil să se pună chistul în scopuri de diagnostic din cauza riscului de șoc anafilactic și de diseminare a agentului patogen TRICHOMONOZA Aplicați NRIF Amprentele de material din diverse leziuni sunt aplicate pe o lamă de sticlă cu godeuri speciale cu sonde de unică folosință cu un tampon de bumbac bine absorbant Trichomonas sunt vizibile ca formațiuni polimorfe cu o strălucire verde strălucitoare caracteristică Flora bacteriană devine portocalie, leucocite, celule epiteliale, spermatozoizi - roșu-maroniu Rezultatul este considerat negativ în absența elementelor celulare cu o luminiscență specifică Sensibilitatea și specificitatea metodei imunologice sunt comparabile cu cele ale metodei de cultură Este relativ ieftin, ușor de executat și vă permite să obțineți un răspuns în - de minute leishmanioza viscerală Aplicați ELISA și reacția indirectă a anticorpilor fluorescenți - NRIF DIAGNOSTICUL EXPRES DE MALARIA Permite diagnosticarea fără microscop Utilizarea metodelor expres este permisă în cazuri speciale prin decizie specială a autorităților sanitare responsabile cu programele antimalarice Metodele expres se bazează pe detectarea substanțelor biochimice ale parazitului în sângele pacientului Următoarele sisteme de testare care conțin anticorpi au fost dezvoltate și sunt utilizate în practică: la proteina bogată în histidină HRP , specifică trofozoiților de P falciparum (revelează parazitemia asexuată în malaria tropicală); > lactat dehidrogenază pLDH specifică pentru P falciparum (detecta malaria tropicală fără a face distincția între paraziți asexuați și gametocite); lactat dehidrogenază specifică pentru P vivax (detecta malaria de trei zile); • despre lactat dehidrogenază sau aldolază panspecifică (detecta malaria fără a specifica tipul) Sensibilitatea și specificitatea acestor teste sunt destul de mari (peste %) dacă numărul de paraziți depășește la µl, dar mai mici decât sensibilitatea unui test standard de pete de sânge groase Avantajele metodelor rapide față de microscopie sunt că sunt simple, necesită mai puțin timp, depind mai puțin de factori subiectivi și nu necesită echipament special Dezavantajele metodelor exprese sunt: incapacitatea de a evalua nivelul parazitemiei; • imposibilitatea utilizării lor pentru a evalua eficacitatea tratamentului, deoarece testele rămân pozitive (până la săptămâni cu HRP ) după încetarea schizogoniei ALTE BOLI PARAZITARE Metodele de diagnostic imunologic al bolilor parazitare sunt în continuă extindere și îmbunătățire Metodele biologice moleculare sunt dezvoltate în mod activ cu identificarea acizilor nucleici ai agenților patogeni ai bolilor parazitare Cu toate acestea, nu a fost încă acumulat suficient material pentru recomandări ample ale acestora DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL BOLI PARAZITARE metode de utilizare în laboratoarele de diagnostic clinic în diagnosticul bolilor parazitare LISTA LITERATURII RECOMANDATE Avdyukhina T N , Konstantinova T N , Gorbunova Yu P , Diagnosticarea de laborator a helmintiazelor Partea I Nematodoze: Manual - M : RMAPO, - p Avdyukhina T N , Konstantinova T N Gorbunova Yu P Diagnosticarea de laborator a helmintiazelor Partea a II-a Cestodoze și trematode: manual - M : RMAPO, - p Belyaev A E , Zvantsov A B , Avdyukhina T I Un ghid practic de supraveghere a malariei pentru țările din Regiunea Europeană care se confruntă cu o reapariție a malariei - Copenhaga OMS, - p Lysenko A Ya , Vladimova M G , Kondrashin A V , Majori J Parazitologie clinică - Geneva: OMS - S - Lysenko A Ya , Gorbunova Yu P , Konstantinova T N , Avdyukhina T I Diagnosticul de laborator al protozoozelor intestinale: manual - M : RMAPO, - p Metode de bază de diagnosticare de laborator a bolilor parazitare - Geneva: OMS, - p Ajutoare de banc pentru diagnosticarea infecțiilor filariale - Geneva: OMS, Ajutoare de bancă pentru diagnosticul paraziților intestinali - Geneva: OMS, INDEX SUBIECTULUI A Adenovirusuri Acanthamoeba dizenteria amibei Amebiaza Analiză - ELISA - imunofluorescent - imunocromatografic Anemie hemolitică imună Antigene eritrocitare Anticorpi - antinuclear - antifosfolipide - antictrulină - Donat-Landsteiner - la RA- - la receptorul de acetilcolină - la membrana bazală a glomerulului - pentru a netezi mușchii - la gliadina - la glicoproteina- - la glutamat decarboxilaza - la cardiolipină - la microzomii ficat-rinichi - la mitocondrii - la celulele insulare - la peroxidaza - la muschii scheletici si miocard - la tiroglobulina - la Castelul factor - candomysia Aprobarea donatorilor de sânge Aspergiloza Astrovirusuri Autoanticorpi - cu pemfigoid - cu pemfigus B Babesia bacterii - hemofil - gram-pozitiv - nefermentant Balamutni Balantidiaza Blastomicoza Boala - Addison , - Addinova - Auesky - Butonul - Behceta , - Burger - hemolitic fetal iar nou-născutul - Mormintele , - Dühring - Itsenko-Cushing - Kawasaki - Coroana - Lyme - Takayasu - Chagas Bordetella ÎN Waldenström macroglobulinemie reacția wasserman Virus - nebunia la - hepatita A - A - În - C -D - E - gripa - H N - imunodeficiență - encefalita transmisa de capuse - rujeola - rubeola - paragripa - respirator sincițial - oreion - Epstein-Barr , , , Virologie - metode pentru studiul virusurilor b - viroscopie - hemaglutinare - hemadsorbtie - imunotestul enzimatic INDEX - imunofluorescență - culturi celulare - biologic molecular -amplificare - hibridizare - asigurarea calității cercetării - etapa preanalitică - microscopie directă - dezvoltarea embrionilor de pui - reacție - hemaglutinare - neutralizare -complement obligatoriu -inhibarea hemaglutinării - serodiagnostic - citologie - microscopia electronică - informații generale despre viruși - organizarea muncii laboratoarelor - taxonomia virusurilor Agenții cauzali ai micozelor Lupus Lupus eritematos sistemic , G Hemoliza Herpesvirusuri Hialohifomicoza Histoplasmoza Gonococ Granulomatoza Wegener D dermatita Dühring Dermatomiozita , Dermatofitoza Diagnosticare - sindromul antifosfolipidic - vasculită autoimună - boli autoimune - bacteriologic - Complexul TOXIR - studiul - bilă -sânge -material , , , - sputa -detașabil de organele urogenitale - apa de spalare - - vărsături Lichidul cefalorahidian fecale - laborator sputa - metode de cercetare - infectii ale plagilor - etiologic - boli de piele - poliendocrinopagie - boli reumatismale - artrita reumatoida - diabet zaharat - lupus eritematos sistemic Dioctofimoza Boli - autoimun - anticorpi - parametri de laborator Zigomicoza Gușă Hashimoto , ȘI Yersinia Isospora Imunitate - algoritmul laboratorului cercetare - factori antigen-nespecifici - factori specifici antigenului - congenital - factori umorali - încălcări imunitate umorală defecte ale limfocitelor T combinat - și inflamație - cumparat - receptorii Fc - imunoglobuline - sistem limfocitele B limfocitele T Imunohematologie - cercetare de laborator - terapia cu concentrat de trombocite INDEX Imunodeficiență - secundar - primar Imunologie de laborator Indicaţie - antigeni patogeni - genetică moleculară bacterii - anticorpi specifici Interleukine interferonul LA Calicivirusuri Campylobacter Candidoza Celulele - imunitatea înnăscută - celule NK - monocite și macrofage - leucocite polimorfonucleare - eozinofile - Langerhans Clostridia Coxiella Coccidioidomicoza complexe - imunitar - circula crioglobuline - atacul membranei Corynebacteriile Coronavirus Criptococoză , Cryptosporidium Paraziți din sânge Culturi celulare - diploid - tripsinizat primar - transplantabil L Lavaj bronhoalveolar Legionella Leishmania Leptospira Limfomul Hodgkin Listeria Febră hemoragică Giardioza , M Malaria Meningococul Micobacterii Micoze - mâini și picioare - piele - plămâni - mucoase Micologie - studiu cultural - diagnostic de laborator - Lampa din lemn - examene macroscopice Microfilarii Microcipuri biologice Mucormicoza H Negleria Nematode DESPRE Opistorhiază Determinarea sensibilității la antimicrobiene P Papilomavirusuri paraziti - în probele de biopsie tisulară - în conținutul duodenal al mamei - în spută - în urină - scurgeri urogenitale căi Paracoccidioidomicoza Parvovirus Penicilioza Poliovirusuri Testul Coombs R Reacții post-transfuzie Reacţie - aglutinare Rinovirusuri Rotavirusuri INDEX CU Sindromul - alergic - antifosfolipide - Behceta - Wiskott-Aldrich - Guillain-Barre - limfocite goale ov - Guda - ІХdpasture , - Di Giorgi - Dressler - infectioase - Tâmplar - Kostmann - Lambert-Eaton - Letterera-Zive - Louis Barr - Miller-Fischer - Nezelofa - Omenna - proliferativ - Regatul , - Reiter - răspuns inflamator sistemic - Felty - Chediaka-Higashi - Cherja-Strauss - Sharpe , - Sjögren - Schmidt - Sistemul Yadasson-Lewandowski -ABO - definirea grupului sânge - Rhesus - determinarea Rh- accesorii Sclerodermie Scleroză - împrăștiate - sistemic Sporotricoza miercuri - VSUE-a -NTM -MRSA - Borde-Gangu - Acul - Kaufman , - Kitta-Tarozzi - Kligler - Cary Blair - Levina - McConkey - Muller , - Olkenitsky - Ploskireva - Rappoport - Ressel - Simmons - SCS - Stuart , - Hottinger - Hugh-Leifson - Zeissler - Ames , - Endo Stafilococi Streptococi - pneumococic T Taurul - Babesa-Negri - Bollinger - Donivana Terapia transfuzională Pen-Rose Vaa test Toxocaroza Trematode Treponema Tripanozomi Trichineloza Trichomonaza Trombopoietină F Factor - antinuclear , - Willebrand - Castelul - Castelul - stimularea coloniilor - reumatoid , Feohifomicoza Fiziologia ciupercilor Francisella Fusarium Fungemia INDEX X Helicobacter Chlamydia C Csstody Cyclospora Citokine - valoare de diagnostic - metode de evaluare - biologic - imunohistochimic - imunocolorare - imunochimic - determinarea producției de către celule - pentru alergii - cu patologie autoimună - cu sepsis - rol în patogeneza bolilor SCH Purpura Shenlein-Genoch Schistosomiaza E Enterobacteriile Enterovirusuri Eritropoietina Echinococoza abc Bartonella (Rochalimaea) spp Borrelia spp Brucellasp Cardiobacterium hominis Legionetta spp Leptosp ra spp Mycobacterium spp Streptohacillus moniliformis https://neculaifantanaru com